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La poly(A) polymérase (PAP) est une enzyme essentielle pour le métabolisme de la 
cellule qui catalyse l’ajout d ’une longue séquence de polyadénosines à l’extrémité 3’ des 
ARNm. Cet ajout, effectué par un large complexe multi-protéique de clivage et de 
polyadénylation est nécessaire pour la stabilité, le transport et la traduction des ARNm. 
L’ATP est la molécule qui sert de source d ’énergie à la PAP et représente aussi son unique 
substrat pour la réaction de polyadénylation. La PAP est une enzyme hautement conservée 
de la levure à l’humain et est même encodée dans le génome de certains virus. En effet, elle 
est aussi retrouvée chez les eucaryotes inférieurs, comme les levures, et même certains 
virus à ADN encodent une enzyme jouant le même rôle. Le champignon Candida albicans, 
source d ’infections sévères surtout chez les patients immunodéprimés, encode sa propre 
PAP. L’étude de cet organisme tantôt levure unicellulaire, tantôt champignon mycellaire 
demeure essentielle en raison de la perte d ’efficacité des antibiotiques actuellement 
disponibles découlant de l’émergence de souches multi-résistantes. La PAP représente une 
nouvelle cible thérapeutique fort intéressante due à son implication directe dans les étapes 
de maturation des ARNm, processus essentiel à tout organisme eucaryote.
L’étude présentée dans ce mémoire se concentre sur l ’étude du site actif de la PAP 
de C. albicans, plus précisément au niveau des interactions moléculaires associées à la 
sélection du substrat par l’enzyme. Le but final est de déterminer les groupements 
fonctionnels favorisant la reconnaissance de l’ATP au niveau du substrat nucléotidique, 
mais aussi de déterminer les acides aminés de la protéine qui sont potentiellement 
impliqués dans cette sélection moléculaire. Pour ce faire, une gamme d’analogues de 
nucléotides, principalement de purines, a été testée pour évaluer la capacité de ceux-ci à 
compétitionner avec le substrat pour le site actif de l’enzyme. Du côté de la protéine, 
plusieurs mutants ponctuels ont été produits afin d ’évaluer la discrimination de ces mutants 
envers les différents nucléotides et/ou analogues de nucléotides. La sélection des acides 
aminés mutés s’est basée sur le modèle bioinformatique de la PAP de C. albicans généré à 
partir de la radiocristallographie de la PAP d ’un autre organisme eucaryote effectué en 
présence d’ATP et d ’ARN, Saccharomyces cerevisiae. Les résultats ont en effet démontré 
que la présence d’un groupement donneur de pont hydrogène en position 6 d ’une purine
3permet sa liaison au site actif de l’enzyme et son transfert subséquent sur le brin d ’ARN. En 
effet, ceci explique en grande partie la discrimination entre l ’ATP et le GTP par la protéine. 
Aussi, l’apport de certains acides aminés tels Asn-222, Met-306 et Cys-307 dans ce 
mécanisme de distinction des nucléotides a été démontré. De manière insoupçonnée, 
certains analogues se sont avérés de bons substrats pour la PAP malgré leur modification 
chimique, donnant lieu à une queue poly(A) modifiée chimiquement. L ’impact de cette 
modification sur la stabilité et l ’efficacité de traduction d’ARNm portant divers types de 
modification sur la queue poly(A) a donc été évalué en cellules. Il s’avère que la stabilité 
semble négativement affectée de manière générale alors que l’efficacité de traduction s’est 
vu être dépendante du type de modification chimique.
Mots clés : Poly(A) polymérase, Candida albicans, analogues de nucléotides,
incorporation, spécificité de substrat
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Cycle de réplication de C. albicans. C. albicans est un organisme diploïde et la fusion 
nécessite d’abord l’homozygocité des locus MAT. Ensuite, après la conversion du 
phénotype blanc à opaque, les cellules sont maintenant compétentes à la fusion pour former 
un zygote tétraploïde qui subit revient au stade diploïde selon un mécanisme caractéristique 
de perte aléatoire de chromosomes via un cycle parasexuel. La fusion avec une cellule de 
même sexe peut avoir lieu dans des souches dont la protéase Barl est absente. Adaptée de 
Heitman, 2011.
Figure 2. p.20
Les différentes morphologies de C. albicans. Le pathogène C. albicans peut se présenter 
sous trois morphologies différentes; sous la forme levure (gauche), pseudohyphe (centre) et 
hyphe (droite). La forme hyphe constitue la forme la plus infectieuse. Adaptée de 
Thompson, Carlisle, & Kadosh, 2011.
Figure 3. p.23
Exemples de molécules chimiques représentant les différentes classes d ’antifongiques les 
plus largement utilisées.
Figure 4. p.28
Structure moléculaire de la structure coiffe à l’extrémité 5’ des ARNm. La flèche indique la 
position d’ajout du groupement méthyl (rouge) par la MTase. Adaptée de Shuman, 2001.
Figure 5. p.29
Séquences nucléotidiques définissant le site de polyadénylation et de clivage d ’un ARNm 
chez les mammifères et la levure. Note : chez la levure, aucune séquence en aval du signal 
de polyadénylation n’a été déterminée comme impliquée dans l’efficacité de clivage de 
l’extrémité 3’ des ARNm. Adaptée de Zhao, Hyman, & Moore, 1999a.
Figure 6. p.31
Complexes protéiques impliqués dans la maturation de l’extrémité 3’ des ARNm. Les 
différents facteurs protéiques impliqués dans l’étape de clivage et/ou l’étape de 
polyadénylation sont présentés. Adaptée de Zhao et al, 1999.
Figure 7. p.33
Implication de la queue poly(A) dans le processus de traduction des ARNm. (A) La queue 
poly(A) est liée par plusieurs molécules de PABPN1 afin de faciliter son export au noyau et 
participe à la stabilité de l’ARNm. Une fois au cytoplasme, PABPN1 est remplacée par 
PABPC1, impliquée dans la stabilité et la traduction des ARNm. (tiré de (Lemay et al., 
2010). (B) Détails de l’implication de la queue poly(A) dans la circularisation de l’ARNm 
via des interactions protéiques entre PABPC1 et les protéines liant la structure coiffe à 
l ’extrémité 5’. Adaptée de Heinrich, 2003.
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Structure tridimensionnelle en forme de main droite de la polynucléotide polymérase de la 
famille 13. Figure montrant la paume, les doigts et le pouce de l’ADN polymérase du 
bactériophage T7 (PDB : 1T7P). Adaptée de Doublie, Tabor, Long, Richardson, & 
Ellenberger, 1998.
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Mécanisme catalytique à deux ions d ’une ADN polymérase. Les ions métalliques (Me2+) 
ont un rôle crucial lors de l’ajout d ’un nucléotide sur le brin d’ADN naissant. Ils sont 
coordonnés par deux résidus d’acide aspartique conservés (ici, D705 et D882). Le brin 
matrice sert de support génétique pour assurer l’entrée du bon nucléotide lors de la 
réplication du bagage génétique. Adaptée de Steitz, 1998.
Figure 10. p.39
Conservation de la structure de la PAP de la levure au mammifère. Structure de la PAP de 
la levure S. cerevisiae (vert), générée à partir du fichier PDB 1FA0 (Bard et al, 2000 
Science) et structure de la PAP a mammifère (rouge) généré à partir du fichier PDB 1Q79. 
Les domaines N-terminal, central et C-terminal sont indiqués. Adaptée de Martin, Keller, & 
Doublie, 2000.
Figure 11. p.40
Dynamique de la PAP de S. cerevisiae. La PAP subit d’importants changements 
conformationnels lors de la liaison de ses substrats nucléotidique et nucléique. À gauche, la 
structure cristalline de la forme libre de la PAP est présentée (adaptée du PDB 1FA0). À 
droite, la structure cristalline de la forme liée est présentée (adaptée du PDB 2Q66). Au 
centre, en bas, le mouvement du domaine N-terminal a été évalué à environ 23° de 
fermeture lors de la liaison. Adaptée de Balbo & Bohm, 2007.
Figure 12. p.41
Conservation des résidus catalytiques du site actif de la PAP de la levure et du mammifère. 
Les différents résidus d ’acide aspartique sont conservés autant dans leur position que dans 
leur fonction. Adaptée de Zhelkovsky, Helmling, Bohm, & Moore, 2004.
Figure 13. p.80
Inhibition de la réaction de polyadénylation par les analogues de nucléotide. En noir sont 
présentés les différents contrôles où, dans l’ordre, le contrôle négatif a été réalisé sans 
protéine dans la réaction afin de voir le bruit de fond de la radioactivité, le contrôle positif 
sans inhibiteur, un contrôle en présence d’ATP non radiomarqué (200 pM) pour voir l’effet 
du double de la concentration d ’un bon compétiteur à l’ATP radiomarqué et le contrôle 
avec une molécule qui n’est pas reconnu par le site actif (GTP). En gris sont présentés les 
analogues de nucléotides qui ne présentaient pas d’incorporation lors de l’essai initial. En 
rouge sont présentés les analogues présentant un faible potentiel d’incorporation (+, voir le 
tableau 1 présenté dans l’article) et en vert, ceux qui soutiennent la réaction de 
polyadénylation (++ et +++ du tableau 1 de l’article) avec la PAP de C. albicans.
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Différentes hypothèses expliquant l’inhibition de la réaction de polyadénylation par les 
différents analogues de nucléotides. 1) L’analogue de nucléotide ne peut pas se lier au site 
actif de la PAP, donc aucune inhibition n ’est observée. 2) L’analogue de nucléotide se lie 
au site actif de la PAP mais n ’est pas incorporé, séquestrant dès lors la PAP qui ne peut 
s’en départir et continuer de polyadényler la molécule d’ARN. 3) L’analogue se lie au site 
actif et est incorporé par la PAP sur la molécule d ’ARN, réduisant ainsi le nombre de 
nucléotide radiomarqué sur la molécule d’ARN.
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Modèle des interactions impliquant certains résidus du site actif de la PAP dans la 
reconnaissance du bon substrat. Les lignes noires représentent les interactions de type 
encombrement stérique alors que les lignes pointillées représente les interactions par pont 
hydrogène. Les chaînes latérales des résidus sont illustrés ainsi que la partie adénine d’une 
molécule d ’ATP tel que modélisé par homologie de séquence avec la PAP de S. cerevisiae 
(PDB : 2Q66) via le logiciel Deep View (Schwede, Kopp, Guex, & Peitsch, 2003).
Figure 16. p.90
Résultats typiques attendus pour l’expérience de retardement sur gel. Des résultats 
typiquement négatif (A) et positif (B) sont montrés. Le contrôle négatif est réalisé avec 
l’ARN radiomarqué non polyadénylé pour démontrer l’interaction spécifique de la 
PABPC1 avec la queue poly(A). Le contrôle positif est réalisé en présence de PABPC1 et 
l’ARN polyadénylé et le dernier puits correspond à l’expérience réalisée avec l’ARN 
portant une queue poly(N).
Immunoprécipitation de la protéine PABPC1 dans diverses lignées cellulaires à l’aide de 
l’anticorps monoclonal anti-PABPCl de Sigma-Aldrich. L’immunoprécipitation a été 
réalisée dans les lignées cellulaires suivantes : HEK293 (puits 1), HeLa (puits 2), G361 
(puits 3) et COS-7 (puits 4). Image tirée du site internet de la compagnie Sigma-Aldrich.
Figure 17. p.92
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1) INTRODUCTION
1.1) Contexte
Les infections causées par des pathogènes fongiques (mycoses) sont un mal très 
fréquent de nos jours. Plus souvent incommodants que mortels, ce type d’agents infectieux 
peut effectivement, selon l ’état de santé de l’individu, causer des infections menant à la 
mort. Les personnes les plus susceptibles de subir des infections avec un haut degré de 
sévérité par des champignons sont les patients immunodéprimés, ayant un système 
immunitaire affaibli notamment par la chimiothérapie, des traitements contre le rejet de 
greffon ou dans des cas de brûlure importante (Achkar & Fries, 2010). Comme le nombre 
de cas de cancers est constamment à la hausse, le nombre d’hôtes potentiels l’est tout 
autant. De ce fait, le milieu hospitalier représente donc un endroit propice pour la 
propagation des mycètes.
On dispose aujourd’hui d’un éventail de médicaments plus diversifié et efficace que 
jamais auparavant. Ceci a spécialement permis à l’Organisation Mondiale de la Santé de 
déclarer l’éradication complète du virus de la variole en 1980 (Organisation Mondiale de la 
Santé, 2012). Maintenant que de nombreux vaccins et thérapies sont efficaces contre une 
panoplie de virus et de bactéries, un autre groupe, les mycètes et levures regroupés ici sous 
le nom de champignons, est en essor et cause beaucoup de problèmes dans la santé 
publique. En effet, les traitements visant certains champignons d’importance clinique tels 
Cryptococcus neoformans, Geotrichum candidum, Trichosporon spp., Fusarium spp. et 
Candida albicans. sont en perte d ’efficacité. Cette diminution d’efficacité est corrélée avec 
la présence plus fréquente de ces pathogènes dans le sang des patients plus susceptibles 
(Chitasombat et al., 2012). Il s’avère que la plupart des microorganismes fongiques qui sont 
répertoriés dans les cas d ’infections plus graves sont résistants à l’action fongicide 
(discutée plus loin) de l’amphotéricine B (Fleming, Walsh, & Anaissie, 2002; Moen, 
Lyseng-Williamson, & Scott, 2009a).
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1.2) Candida spp.
Ce genre microbien est la cause la plus commune d ’infections fongiques et est 
représenté par plusieurs espèces dont C. glabrata, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. 
parapsilosis, C. krusei et C. albicans. Ces ascomycètes font partie de la grande famille des 
Saccharomycetaceae et sont donc génétiquement apparentés à la levure modèle 
Saccharomyces cerevisiae (Azie et al., 2012)(Jones et al., 2004). Les infections à Candida 
spp. (candidoses) sont la quatrième plus importante cause d ’infection du système sanguin 
dans les hôpitaux américains et particulièrement dans les unités de soins intensifs (Lewis, 
2009). Les espèces de Candida dites non-albicans sont des pathogènes moins communs 
mais toutefois émergents alors que C. albicans représente aujourd’hui l’un des 
champignons dont l’incidence clinique est le plus important (Richards, Edwards, Culver, & 
Gaynes, 2000; Sobel, 2006). Un problème énorme découle du fait que toutes les espèces de 
Candida spp. sont en mesure de coloniser l’humain au niveau de la peau et des muqueuses 
orales, pulmonaires et génitales et présentent des souches résistantes à la plupart des 
traitements actuellement disponibles. Par contre, les espèces non-albicans semblent 
toutefois plus sensibles aux échinocandines que C. albicans (les différentes molécules sont 
décrites dans la section suivante) (Lewis, 2009). Normalement, le traitement complet d’une 
infection à Candida spp. requiert une prise de médicaments pouvant s’étaler sur plusieurs 
mois afin d ’éviter les infections récurrentes et prévenir le développement de résistance 
(Sobel et al., 2003).
1.2.1) C. albicans
1.2.1.1) Maladies et symptômes
Parmi toutes les espèces de Candida spp., C. albicans est le plus fréquemment isolé 
en clinique. C’est une levure qui fait partie intégrante de la flore microbienne de la peau, la 
bouche et des tractus digestif et génital de pratiquement tous les individus sains (Achkar & 
Fries, 2010). Les infections apparaissent généralement suite à un débalancement 
physiologique, un traitement antibiotique, un affaiblissement du système immunitaire de 
l’hôte ou quelconque raison qui affecte la flore microbienne indigène de l’hôte (Odds,
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1987). On nomme les infections causées par cet agent infectieux des mycoses opportunistes 
puisque celui-ci profite de l’instabilité de l’hôte pour prendre avantage sur les autres 
microorganismes de son environnement et se propager davantage.
1.2.1.1.1) Infection des muqueuses
La maladie causée par C. albicans la plus connue est assurément le muguet, 
caractérisée par des taches blanchâtres sur la muqueuse orale qui peuvent être enlevées, 
révélant des sites d’inflammation locale (Achkar & Fries, 2010). De tels îlots infectieux 
peuvent être observés au niveau du pharynx, de l’œsophage, de la muqueuse gastro­
intestinale et du vagin. Ces infections ne sont normalement que superficielles et ne mettent 
pas en danger la vie du patient. Jusqu’à trois femmes sur quatre vont subir au moins une 
fois dans leur vie une infection du vagin (candidose vulvo-vaginale, CVV) causée par C. 
albicans et plusieurs d’entres elles auront droit à un problème de récurrence des symptômes 
s’étalant sur plusieurs années (Sobel, 1997; Sobel et al., 2003; Sobel, 2007). Dans ces cas, 
l’inflammation récurrente proviendrait d ’une réponse immunitaire trop forte du système 
immunitaire innée de la muqueuse du vagin face à une abondance plus faible du 
microorganisme suivant un fort épisode infectieux et ceci peut mener au choc septique 
(Fidel, 2007). Chez l’humain, la présence d ’inflammation au niveau du gland est appelée 
balanite mais ne requiert généralement pas de traitement pour la guérison, ce qui explique 
le peu d’études à ce sujet (Achkar & Fries, 2010). Les candidoses orales et pharyngées sont 
si communes chez les patients atteints du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) que 
l’apparence de muguet à l’âge adulte est considéré comme un marqueur du stade initial de 
développement du VIH chez le patient séropositif (Cassone & Cauda, 2012; de Repentigny, 
Lewandowski, & Jolicoeur, 2004; Klein et al., 1984).
1.2.1.1.2) Infection du sang
L’infection du sang par Candida spp. porte le nom commun de candidémie. C. 
albicans possède la capacité de se disséminer dans le système sanguin sous sa forme
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unicellulaire (discuté dans la section Morphologies et réplication). Cette dissémination 
conduit à la colonisation de divers organes vitaux (candidose disséminée) et la présence de 
cathéters chez certains individus présente une excellente plateforme pour le développement 
de biofilms, une structure organisée et extrêmement résistante aux antibiotiques (jusqu’à 
1000 fois plus) (Kim & Sudbery, 2011; Tobudic, Kratzer, Lassnigg, & Presterl, 2012). 
Dans des cas de candidose disséminée, le taux de mortalité est d’environ 40% (Kibbler et 
al., 2003).
1.2.2) Génome
1.2.2.1) Caractéristiques générales
Le génome diploïde composé de 8 chromosomes de C. albicans comprend entre 
14.3 et 14.4 Mb qui encodent entre 6100 et 6200 gènes selon la souche étudiée (Butler et 
al., 2009). Ses caractéristiques génomiques sont reliées à la levure modèle S. cerevisiae 
mais le fait que le codon CUG chez le genre Candida spp. code pour une sérine au lieu 
d’une leucine tel que chez l’humain est une caractéristique distinctive et cette propriété est 
partagée avec C. parapsilosis et C. tropicalis et d ’autres champignons pathogènes (Santos 
& Tuite, 1995). Cette divergence a permis l’évolution de 21 familles de gènes différents qui 
incluent des lipases, adhésines, enzymes extracellulaires, transporteurs transmembranaires, 
facteurs de transcription et bien d’autres qui contribuent notamment au pouvoir pathogène 
de plusieurs espèces de Candida spp. (Butler et al., 2009)(Brook, Smith, & Gray, 2009). Le 
génome de C. albicans contient aussi des éléments MRS (major repeat sequence) qui sont 
des sites importants de diversité génétique où ont été observés des événements de 
translocation chromosomique, délétion, polymorphisme et trisomie contribuant à 
augmenter rapidement la diversité des souches (Chibana, Beckerman, & Magee, 2000).
1.2.2.2) Cycle de réplication
Le cycle de réplication de C. albicans soulève beaucoup de questions concernant 
notre compréhension de l’évolution de la reproduction sexuelle de cette levure. À l’instar 
d ’avoir un cycle de reproduction sexué ou asexué comme la majorité des levures connues,
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la reproduction est dans ce cas-ci appelée «parasexuée» (voir figure 1). C. albicans est 
diploïde (2N) et' les cellules «mâles» et «femelles» sont nommées a et a à cause de la 
présence du locus de gènes (M7Za et MTLa) définissant le type de cellule (Hull & Johnson, 
1999; Hull, Raisner, & Johnson, 2000; Magee & Magee, 2000) ((Bennett, Uhl, Miller, & 
Johnson, 2003). Suite à la découverte de ces locus, on croyait seulement à l ’hétérothallisme 
qui consiste en la fusion d’une cellule diploïde de type a/a avec une autre de type a/a, aussi 
diploïde. L’accouplement avec les cellules de type opposé nécessite le changement de 
phase des colonies qui passent de blanche à opaque et ensuite peuvent fusionner. Cette 
fusion est aussi coordonnée par la sécrétion de phéromones spécifiques à chacun de type de 
cellule (Bennett et al., 2003; Dignard, El-Naggar, Logue, Butler, & Whiteway, 2007; 
Panwar, Legrand, Dignard, Whiteway, & Magee, 2003). Les cellules a produisent le 
phéromone a et le phéromone a est produit par les cellules a. Une étude a par contre 
démontré que la fusion d’une cellule a/a avec une autre cellule a/a en présence de cellules 
a  est possible et a été démontrée en l’absence de la protéase Barl (Alby, Schaefer, & 
Bennett, 2009). Chez S. cerevisiae et C. albicans, Barl est une protéase produite par les 
cellules de type a et dégrade le phéromone a  dans les cellules a (Schaefer, Cote, Whiteway, 
& Bennett, 2007). Une souche de C. albicans de type a dont le gène BAR1 est délété 
produit les phéromones a et a. Il a été démontré qu’en absence de la protéase Barl, un 
phénomène d’accouplement avec stimulation autocrine (stimulé par la présence du 
phéromone a  dans les cellules a dû à l’absence de Barl) donne lieu à l ’homothallisme 
(accouplement a/a avec a/a) (Alby et al., 2009). La fusion des cellules diploïde forme une 
cellule tétraploïde. Le phénomène de méiose observable chez S. cerevisiae servant à réduire 
le nombre de chromosomes chez la progéniture est absent chez C. albicans dû à l’absence 
du gène IME1, le facteur de transcription principalement responsable de la méiose chez la 
levure (Bennett et al., 2003; Butler et al., 2009). À la place, l’évolution a favorisé un 
mécanisme parasexuel pour réduire le nombre de chromosome des cellules-filles. Ce 
mécanisme est caractérisé par l’échange de matériel génétique, notamment via les MRS, 
suivi de la perte aléatoire d ’un chromosome lors de la division de la cellule tétraploïde et 
ceci peut mener à l’aneuploïdie (nombre incorrect de chromosomes). Cette perte bien 
qu’aléatoire semble toutefois concertée à travers les cellules diploïdes de la progéniture et
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dépendante d’un gène habituellement impliquée dans la recombinaison méiotique chez la 
levure S. cerevisiae, SP O I1 (Forche et al., 2008).
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Figure 1. Cycle de réplication de C. albicans. C. albicans est un organisme diploïde et la 
fusion nécessite d’abord l’homozygocité des locus MTL. Ensuite, après la conversion du 
phénotype blanc à opaque, les cellules sont maintenant compétentes à la fusion pour former 
un zygote tétraploïde qui subit revient au stade diploïde selon un mécanisme caractéristique 
de perte aléatoire de chromosomes via un cycle parasexuel. La fusion avec une cellule de 
même sexe peut avoir lieu dans des souches dont la protéase Barl est absente. Adaptée de 
Heitman, 2011.
1.2.2.3) Facteurs de virulence
Candida albicans est un pathogène qui est en mesure de survivre dans divers types 
de niche offert par le corps humain. Comme c’est un pathogène qui doit faire face à divers 
types d ’environnement, il est évident qu’il possède une panoplie de gènes dont l’expression 
est harmonieusement dirigée. Plusieurs analyses par hybridation sur puces à ADN 
{microarrays) ont démontré l’expression divergente de familles de gènes selon le type et le 
site d ’infection, renforçant l’hypothèse d’expression spécifique de facteurs de virulence 
(Brown, Odds, & Gow, 2007; Kumamoto, 2008). De plus, l’étude réalisée en 2009 par 
Butler et al. a révélé une foule de nouvelles familles de gènes pour le genre Candida spp. 
qui sont potentiellement impliqués dans la pathogénèse. Une vingtaine de familles de gènes 
se sont vus surexprimés dans les souches pathogènes et ont déjà été caractérisés auparavant. 
Des familles de gènes tel ALS (agglntinin-like sequence) encodent pour des protéines de la
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paroi cellulaire qui agissent comme de puissantes adhésines favorisant l’adhérence du 
microorganisme aux cellules épithéliales de l’hôte et semblent aussi impliquées dans la 
formation de biofilms (Hoyer, Green, Oh, & Zhao, 2008; Nobile, Nett, Andes, & Mitchell, 
2006; Nobile et al., 2008). Les biofilms sont induits par un mécanisme de signalisation 
entre les cellules en phase opaque et celles en phase blanche et serviraient de prélude à 
l’accouplement des cellules ou comme forteresse extrêmement résistante aux antibiotiques 
(Alby & Bennett, 2011; Daniels, Srikantha, Lockhart, Pujol, & Soll, 2006). Des protéines 
comme Hwpl et Hyrl sont deux autres facteurs qui médient la liaison covalente de l’hyphe 
pathogène aux cellules épithéliales de la bouche mais cette fois via les transglutaminases de 
son hôte mammifère et pour s’évader du macrophage après phagocytose (Nobile et al.,
v
Hyplie
Figure 2. Les différentes morphologies de C. albicans. Le pathogène C. albicans peut se 
présenter sous trois morphologies différentes; sous la forme levure (gauche), pseudohyphe 
(centre) et hyphe (droite). La forme hyphe constitue la forme la plus infectieuse. Adapté de 
Thompson et al., 2011.
C. albicans, comme bien d’autres représentants du règne des Fungi, possède la 
capacité de changer de forme (Bastidas & Heitman, 2009). En effet, on peut l’observer sous 
l’aspect d’une levure unicellulaire, de pseudohyphe ou d’hy(Thompson et al., 2011)phe
2006)(Bain et al., 2012)
PseudohypheLevure
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(voir figure 2 tirée de (Thompson et al., 2011)). C’est sous sa forme d ’hyphe que C. 
albicans est connu pour avoir son plus grand potentiel pathogène. La formation de l’hyphe 
promouvoit la pathogénicité selon plusieurs mécanismes. Premièrement, l’hyphe peut 
envahir les couches épithéliales par une force mécanique, soit par la croissance entre les 
cellules épithéliales ou par la pénétration de ces cellules (Kumamoto & Vinces, 2005). 
Ensuite, l ’hyphe est en mesure d ’endommager les cellules de l’hôte et de causer des 
brèches, notamment au niveau de la barrière hémato-encéphalique et peut aussi provoquer 
la mort des macrophages et des neutrophiles après phagocytose (Zink, Nass, Rosen, & 
Emst, 1996)(Korting et al., 2003; Kumamoto & Vinces, 2005). D’autre part, l ’inactivation 
des gènes SAP (secreted aspartyl proteinases) et HGC1 permettant le passage de la forme 
levure à la forme hyphe abolit totalement le pouvoir pathogène du microorganisme (Lo et 
al., 1997)(Kumamoto & Vinces, 2005). Les derniers gènes dignes de mention qui porte 
beaucoup d’intérêt concernant la pathogénicité de C. albicans sont ceux qui favorisent la 
multi-résistance de certaines souches face aux multiples traitements. Le cycle de 
reproduction particulier qui conduit parfois à l’aneuploïdie a contribué à cet essor de 
résistance. L’exemple le plus frappant vient de la résistance aux azolés (décrits dans la 
section suivante), famille de molécules la plus largement utilisée, par l ’apparence d ’un 
chromosome 5 surnuméraire dans certaines souches. Ce chromosome porte le gène ERG 11 
qui encode un enzyme ciblée par les produits azolés et TAC1 qui encode le facteur de 
transcription qui augmente l’expression de MDR1, CDR1 et CDR2, des protéines qui jouent 
le rôle de pompes qui expulsent les molécules antibiotiques à l’extérieur de la cellule du 
champignon (Coste et al., 2006; Selmecki, Forche, & Berman, 2006).
1.2.3) Traitements
Les molécules antifongiques actuellement disponibles n ’ont qu’un nombre restreint 
de cibles, incluant principalement l’ergostérol et sa synthèse, la synthèse des acides 
nucléiques ainsi que la synthèse de la paroi cellulaire. Les azolés et les polyènes sont les 
molécules ciblant l’ergostérol, le stérol majeur de la paroi cellulaire des champignons et qui 
ne se retrouve pas dans chez l’humain (Georgopapadakou, 1998). Pour leur part, la famille 
des échinocandines ciblent la synthèse de la paroi cellulaire alors que les fluoropyrimidines
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ciblent la synthèse des acides nucléiques (Georgopapadakou, 1998). Malgré que les 
mycoses causées par C. albicans soient en augmentation constante depuis un grand nombre 
d’années, très peu de molécules peuvent être utilisées en clinique puisque la plupart des 
cibles antifongiques potentielles ont un ou des orthologues ayant un rôle et une 
susceptibilité d’inhibition similaires menant à des problèmes probables de toxicité (Leah et 
al, 2002). Par contre, certaines molécules approuvées par la FDA (United States Food and 
Drug Administration) ont récemment fait leur apparition. Une brève description des 
molécules les plus couramment utilisées ainsi que les toutes dernières avancées sont 
discutées dans les sections qui suivent.
1.2.3.1) Azolés
Les azolés sont des agents synthétiques et ont pour cible la C14 a-lanostérol 
déméthylase impliquée dans la biosynthèse de l’ergostérol qui joue un rôle structural dans 
la paroi cellulaire des champignons (Debruyne & Ryckelynck, 1993). Il existe deux classes 
de molécules comportant des groupements azolés; les imidazoles (un groupement azolé) et 
les triazoles (trois groupements azolés). Les imidazoles tels le miconazole, clotrimazole, 
sertaconazole, fenticonazole et ketoconazole sont présentement utilisés surtout dans les cas 
d’infections mucocutanées alors que les triazoles comme le fluconazole (voir figure 3A et 
l ’itraconazole sont surtout utilisés dans les cas d ’infection systémiques (Georgopapadakou, 
1998; Moudgal & Sobel, 2010; Veraldi & Milani, 2008)(Pfaller, 2012). Toutefois, la 
susceptibilité du microorganisme face à ces agents thérapeutiques est maintenant rendue 
faible dû à un haut taux de mutation et de surexpression de la cible fongique (Lamb, Kelly, 
& Kelly, 1999; Sanglard, Ischer, Calabrese, Micheli, & Bille, 1998; Sobel et al., 
2003)(Pfaller, 2012). Les triazoles représentent le groupe de molécules le plus 
intensivement en développement puisque la meilleure solubilité apportée par les 2 groupes 
azolés en plus contribue à en diminuer la toxicité chez l’hôte (DiDomenico, 1999). 
D’ailleurs, le voriconazole et le posaconazole (figure 3B) sont les derniers dérivés de 
triazoles à avoir été développé et sont maintenant fortement utilisé en clinique dans les cas 
d’infections systémiques (Fera, La Caméra, & De Sarro, 2009). Leurs avantages sont 
d’avoir des effets secondaires pratiquement inexistants, un spectre d ’action qui s’étend à 
d’autres espèces de champignons pathogènes comme Aspergillus spp. et Cryptococcus spp.
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mais surtout d ’être efficace contre les souches résistantes aux azolés de première génération 
(Aperis & Alivanis, 2011; Kontoyiannis, 2012).
1.2.3.2) Les polyènes
Les polyènes sont des molécules chimiques découvertes dans les années 1950 dont 
le mode d ’action est de complexer avec l’ergostérol créant ainsi des pores dans la 
membrane cellulaire et augmentent la perméabilité des ions menant à la mort de la cellule. 
Cette famille d’agents chimiques cause aussi des stress oxydatifs dans la cellule qui 
contribuent à son effet fongicide (Georgopapadakou & Walsh, 1994). Cette classe de 
molécules possèdent le spectre d ’action le plus large, toute classe confondue, mais possède 
une forte toxicité pour l’humain (Georgopapadakou, 1998). L’amphotéricine C 
déoxycholate (voir figure 3C) est la seule molécule de cette classe utilisée dans les 
traitements systémiques (DiDomenico, 1999). Des formulations lipidiques d ’amphotéricine 
B sont désormais disponibles et surtout beaucoup moins toxiques mais celles-ci sont très 
dispendieuses à produire (Graybill, 1996; Hartsel & Bolard, 1996; Moen, Lyseng- 
Williamson, & Scott, 2009b). Par contre, d ’autres études sont nécessaires afin de comparer 
son efficacité relative au coût de production comparé à l’amphotéricine B déoxycholate afin 
de voir si la fabrication de la version lipidique est avantageuse. Les résistances aux 
différentes versions d ’amphotéricine B proviennent généralement de la modification des 
lipides et de l’ergostérol dans la membrane cellulaire du champignon (Kelly et al., 1997). 
De plus, l’utilisation concertée des versions lipidiques et non lipidiques présente un haut 
risque pour l’hôte humain (Koczmara, Richardson, Hyland, Lee, & Hillebrand, 2011).
22
1.2.3.3) Les échinocandines
Cette classe de molécules représente la toute dernière classe d ’antifongiques. Ce 
sont des lipides semi-synthétiques qui compétitionnent de façon non-compétitive le 
complexe de B-(l-3)-D-glucan synthase inhibant la production du lipide produit, le C-( 1 -3)- 
D-glucan, essentiel pour l’intégrité de la paroi cellulaire fongique (Fera et al., 2009). Les 
échinocandines sont utilisés en alternative en cas d ’échec avec les autres classes de 
molécules dans des cas de candidose disséminée, d’ostéomyélite, endophtalmite et 
candidoses oropharyngée et œsophagienne (Pappas et al., 2009). Trois molécules 
représentent cette nouvelle classe : La caspofungin, la micafungin (voir figure 3E) et 
l’anidulafungin (voir figure 3F). Fait intéressant, les trois molécules ont montré un effet 
fongicide synergique avec le voriconazole et l ’amphotéricine 13 (Cappelletty & Eiselstein- 
McKitrick, 2007). De plus, les trois molécules sont efficaces contre pratiquement toute 
forme d’infection à C. albicans, de superficielle à invasive en plus d’être sécuritaire pour 
l’humain (Sucher, Chahine, & Balcer, 2009). De plus, ces molécules peuvent contrecarrer 
les souches résistantes aux azolés. Ces molécules sont disponibles seulement en traitement 
intraveineux et très peu d’interactions néfastes avec d ’autres drogues ont été observées, voir 
aucune pour l’anidulafungin (Kofla & Ruhnke, 2011). La micafungin s’avère d ’ailleurs une 
alternative très intéressante au niveau pharmacoéconomique pour la prophylaxie préventive 
chez un patient subissant une greffe de moelle osseuse et particulièrement efficace chez les 
patients atteints du VIH. Il n ’y a que pour la caspofungin qu’un phénomène de résistance a 
été démontré et ce, que dans de très rares cas (Wilke, 2011).
1.2.3.4) Les fluoropyrimidines
La 5-fluorocytosine (5-FC) (voir figure 3D), un analogue de cytosine avec un atome 
de fluor en plus, est un fongicide inhibant la synthèse des acides nucléiques et c’est la seule 
molécule de sa classe (Moudgal & Sobel, 2010). Cette molécule s’est montrée efficace 
contre C. albicans mais ne peut être utilisée en monothérapie dans des cas de candidose 
systémique à cause de la fréquence importante de résistance à cette drogue. Par contre, des 
études ont montré que cette résistance n’était présente que chez un certain groupe de
23
souches de C. albicans (Odds, 2010; Pujol, Pfaller, & Soll, 2004). La résistance provient 
soit d ’une mutation d’une sérine en leucine au niveau de la cytosine déaminase Fcalp, 
l’enzyme qui transforme le 5-FC en sa forme métabolisable par le champignon, soit par des 
mutations dans le gène FUR1 qui encode une phosphoribosyl transférase empêchant le 5- 
FC d’être intégré dans l’ARNm (McManus, Moran, Higgins, Sullivan, & Coleman, 2009).
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Figure 3. Exemples de molécules chimiques représentant les différentes classes 
d’antifongiques les plus largement utilisées.
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1.2.3.5) Avenues de recherche
La course aux antifongiques est une lutte que nous sommes bien loin d ’avoir 
remporté contre C. albicans. Des signes de résistance commencent déjà à apparaître même 
contre les toutes dernières molécules, les échinocandines. Afin de ne pas «encourager» le 
développement de résistance et créer une pression évolutive, leur utilisation s’effectue avec 
parcimonie. Avec toute une gamme d ’antifongiques dont certains sont plus sécuritaires et 
dont la dose effectrice est plus faible que jamais, certains experts croient que le prochain 
défi est justement au niveau de la gestion de l ’utilisation des médicaments (Moudgal & 
Sobel, 2010). D ’un autre côté, beaucoup d’efforts sont mis en œuvre afin de mieux 
comprendre ses mécanismes de pathogénicité et ainsi trouver de nouvelles cibles et de 
nouvelles molécules. La corrélation entre la pathogénicité du microorganisme et sa 
morphologie d’hyphe est de plus en plus forte. D ’ailleurs, très récemment, un nouveau gène 
a été découvert dont la délétion abolissait presque totalement la pathogénicité, DUR31 
(Mayer et al., 2012). Ce gène semble impliqué dans l’induction de la formation de l’hyphe 
à partir de la forme levure (Mayer et al., 2012). Une caractérisation plus ample de la 
protéine Dur31p est nécessaire avant de déterminer son potentiel en tant que cible 
antifongique mais c’est une découverte qui présente un bel avenir aux chercheurs dans le 
développement de nouveaux antifongiques face à C. albicans. Une autre étude récente a 
montré que la perte du caractère hétérozygote du locus MTL (mating-type like a et a, voir 
section cycle de réplication) était fortement corrélée avec la résistance aux azolés 
(Manoharlal, Gorantala, Sharma, Sanglard, & Prasad, 2010). Ceci s’expliquerait par la 
présence du gène codant pour la poly(A) polymérase, PAP1, sur ce locus. La présence de 
deux allèles PAPl-aJ PAPI-a a été trouvée dans plusieurs souches démontrant des 
résistances et la perte d’hétérozygocité à ce locus a été associée avec l’hyperadénylation et 
la stabilité plus importante du transcrit du gène CDR1 codant pour une pompe à efflux qui 
expulse les drogues hors de la cellule, un facteur de virulence et de résistance aux 
antibiotiques important (voir section facteurs de virulence). Ceci prouve que les 
modifications post-transcriptionelles des ARNm sont une des étapes critiques pour le 
métabolisme d’une cellule et que la PAP est une enzyme clé qui représente une cible 
potentielle que l’humain se doit de mieux comprendre afin de pouvoir peut-être un jour en 
faire une nouvelle cible thérapeutique. En 2008, des groupes ont d’ailleurs publié des
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études démontrant qu’une nouvelle classe de molécule naturellement produite notamment 
par le champignon Fusarium larvarum inhibe la polyadénylation des ARNm in vivo (Jiang 
et al., 2008; Parish et al., 2008).
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1.3) Expression génique
L’expression des gènes eucaryotes passe indéniablement par la transcription de 
ceux-ci en ARN qui sera ensuite traduit en protéine. L’ARN polymérase II (Pol II) est 
l’enzyme responsable de l’élongation des ARN messagers (ARNm) (Marcello, 2012). 
Avant de permettre la traduction de ses propres ARN, la cellule a développé plusieurs 
processus afin de s’assurer de la qualité de ceux-ci pour ainsi permettre le bon 
fonctionnement de son métabolisme. La phosphorylation du domaine C-terminal de la Pol 
II est bien connue pour être directement impliquée dans le couplage des différentes étapes 
de maturation des ARNm puisqu’il a la capacité de recruter une foule de facteurs protéiques 
qui dépendent de sa phosphorylation (Moore & Proudfoot, 2009). Parmi ces mécanismes, 
on note l’ajout d ’une structure coiffe à l ’extrémité 5’, l’épissage des introns ainsi que la 
synthèse d ’une queue de polyadénosines (poly(A)) à l’extrémité 3 ’ (Zhao, Hyman, & 
Moore, 1999b). De plus en plus d’évidences prouvent que tous ces processus 
transcriptionels et post-transcriptionels sont interreliés (Maniatis & Reed, 2002; Moore & 
Proudfoot, 2009). Ce mémoire focus plus précisément sur l ’étape de synthèse de la queue 
poly(A), catalysée par la poly(A) polymérase (PAP).
1.3.1) Maturation des ARNm chez les eucaryotes
1.3.1.1) La structure coiffe
La première modification à avoir lieu sur l ’ARN naissant est l’ajout d’une structure 
coiffe. Cette structure est caractérisée par une liaison triphosphate (ppp) 5 ’-5’ entre le 
premier nucléotide de l’ARN naissant (dans la majorité des cas une guanine) et une autre 
guanine ajoutée enzymatiquement (Shuman, 2001). Trois activités enzymatiques 
successives régissent cet ajout particulier; une triphosphatase (RTase) qui clive les trois 
phosphates, une guanylyl-transférase (GTase) et une méthyl-transférase MTase) dans le but 
de transformer l’extrémité 5’ triphosphate (pppG) du transcrit en ?mGpppG (voir figure 4) 
(Shuman, 2001). La coiffe confère stabilité, en bloquant l’activité des exonucléases, et
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efficacité de traduction aux ARNm en permettant la liaison de facteurs d ’initiation de la 
traduction comme eIF4E (Topisirovic, Svitkin, Sonenberg, & Shatkin, 2011).
1.3.1.2) Épissage
L’épissage des introns est un processus co-transcriptionnel qui est réalisé par un 
gros complexe ribonucléoprotéique (snRNPs), le spliceosome (Wahl, Will, & Luhrmann, 
2009). Les facteurs principaux sont nommés U l, U2, U4/U6 et U5 snRNPs (Staley & 
Guthrie, 1998). Le facteur Ul snRNP (U l) est le snRNP le plus abondant (environ 106 
molécules par cellule de mammifère) et a un rôle prédominant dans la définition du site 5’ 
d ’épissage via des interactions ARN-ARN avec son snRNA de 9 nucléotides de long 
(Kambach, Walke, & Nagai, 1999; Wahl et al., 2009). Le facteur Ul snRNP est recruté au 
CTD de la Pol II après phosphorylation de celui-ci, donc rapidement après le début de la 
phase d ’élongation (Das et al., 2007). Chez les eucaryotes supérieurs, les introns peuvent 
mesurer au-delà de 10 000 paires de bases. Donc, le recrutement très rapide des facteurs 
d’épissage au CTD de la Pol II est perçu comme très bénéfique énergétiquement puisque la 
cellule peut ainsi se débarrasser de structures encombrantes le plus rapidement possible 
(Moore & Proudfoot, 2009)(Moore & Proudfoot, 2009). En plus de son rôle dans 
l’épissage, il a été montré que U l protège les ARNm contre la terminaison précoce causée 
par un clivage et une polyadénylation erronée (Berg et al., 2012; Kaida et al., 2010). Plus 
spécifiquement, U l inhibe la polyadénylation des ARNm via des interactions directes avec 
la poly(A) polymérase(Gunderson, Beyer, Martin, Keller, Boelens, & Mattaj, 1994a; 
Gunderson, Polycarpou-Schwarz, & Mattaj, 1998a).
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Figure 4. Structure moléculaire de la structure coiffe à l’extrémité 5’ des ARNm. La flèche 
indique la position d’ajout du groupement méthyl (rouge) par la MTase. Adaptée de 
Shuman, 2001.
La maturation de l’extrémité 3’ est une étape essentielle de la maturation de la 
majorité, si ce n ’est de tous, les ARNm cellulaires qui se fait en deux étapes. Les seuls 
ARNm connus qui ne présente pas de queue poly(A) sont les ARNm des histones 
(Marzluff, Wagner, & Duronio, 2008; Q. Yang & Doublie, 2011). L’ARN subit un clivage 
de son extrémité 3’ 20 à 30 nucléotides en aval du site de polyadénylation (SPA) avant de 
voir la poly(A) polymérase catalyser l’ajout d ’une séquence de polyadénosines (Chan, 
Choi, & Shi, 201 lb). Cette étape de maturation marque la terminaison de la transcription de
conservées mais la définition d’un site de polyadénylation par les séquences en amont et en 
aval est relativement différente (voir figure 5). Chez les eucaryotes supérieurs, même si le 
signal AAUAAA est absolument requis pour le clivage et la polyadénylation, d’autres
1.3.1.3) Synthèse de la queue poly(A)
l’ARN (Wahle, 1995b).
1.3.1.3.1) Les séquences nucléotidiques
Les machineries de maturation de l’extrémité 3 ’ chez la levure et l’humain sont bien
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éléments de séquence en amont (USE, upstream sequence element) et en aval (DES, 
downstream sequence element) sont nécessaires pour obtenir une bonne efficacité de 
maturation de l’extrémité 3 ’ (Bagga, Ford, Chen, & Wilusz, 1995; Gil & Proudfoot, 1984; 
McLauchlan, Gaffney, Whitton, & Clements, 1985). Par exemple, des facteurs d ’épissage 
comme U2 snRNP sont en mesure de lier le USE et favoriser la polyadénylation 
(Danckwardt et al., 2007). Chez la levure, la séquence du SPA est moins bien conservée 
que chez l’humain et sert d. De plus, aucune séquence en aval du site de clivage ne semble 
nécessaire pour la maturation de l’extrémité 3 ’. Seul l’élément d’efficacité (EE) et amont 
du SPA semble requis (Minvielle-Sebastia et al., 1998).
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Figure 5. Séquences nucléotidiques définissant le site de polyadénylation et de clivage 
d’un ARNm chez les mammifères et la levure. Note : chez la levure, aucune séquence en 
aval du signal de polyadénylation n ’a été déterminée comme impliquée dans l’efficacité de 
clivage de l’extrémité 3’ des ARNm. Adaptée de Zhao, Hyman, & Moore, 1999a.
La nature du dinucléotide en aval du SPA (CA dans la figure 5) est en mesure 
d’influencer grandement l’efficacité de clivage (F. Chen, MacDonald, & Wilusz, 1995). 
Une maladie affectant le gène de la prothrombine (mutation CG pour CA chez 1% des 
caucasiens) est d ’ailleurs directement associée à une mutation de ce dinucléotide. Cette 
mutation «gain-de-fonction» augmente l’efficacité de maturation de l’ARNm du gène 
codant la prothrombine ce qui provoque une surexpression de la protéine menant à un
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phénotype de thrombophilie, soit une hypercoagulabilité du sang (Danckwardt, Hentze, & 
Kulozik, 2008; Gehring et al., 2001). Chez la levure, la définition des SPA est beaucoup 
moins conservée que chez l’humain menant à un site de clivage qui peut «bouger» de 
quelques nucléotides à des dizaines de nucléotides en aval ou en amont (Zhao, Hyman, & 
Moore, 1999a).
1.3.1.3.2) Les effecteurs
Les différents facteurs protéiques responsables du clivage sont très bien conservés 
de la levure à l ’humain (voir figure 6 ). Les noms CPSF, CstF, CF1 et CFII sont des 
complexes protéiques composés de plusieurs sous-unités (figure 6 ). Chez les eucaryotes 
supérieurs, le complexe CPSF lie spécifiquement le signal de polyadénylation AAUAAA 
par l’entremise de CPSF160 (Chan, Choi, & Shi, 2011a). C ’est le facteur de transcription 
TFIID qui recrute initialement CPSF pour la maturation de l’extrémité 3’ mais s ’en dissocie 
lors de la phase d ’élongation (Dantonel, Murthy, Manley, & Tora, 1997). Fipl est une sous- 
unité de CPSF qui lie le USE et stimule l’activité de la PAP (Kaufmann, Martin, Friedlein, 
Langen, & Keller, 2004). CstF reconnaît le DES via CstF64 (Zhao, Hyman, & Moore, 
1999a). CFIm participe à la liaison de l’ARN cible et contribue à la reconnaissance et le 
positionnement de la PAP, de CPSF et de PABII pour l’étape de polyadénylation, alors que 
le rôle de CFIIm est encore inconnu (Shi, Chan, & Martinez-Santibanez, 2009). Par des 
interactions protéiques hautement régulées, tous ces complexes se lient ensemble afin de 
eirculariser le pré-ARNm pour faciliter le clivage par CPSF73, la sous-unité qui porte 
l’activité endonucléolytique du CPSF (Mandel et al., 2006; X. C. Yang, Sullivan, Marzluff, 
& Dominski, 2009). La protéine PABPII (poly(A)-bindingprotein II) chez l’humain et PabI 
chez la levure sont les protéines qui lient spécifiquement les séquences poly(A) (nécessitant 
un minimum de 10 nucléotides) et qui sont impliquées dans la processivité de la PAP. Elles 
sont aussi impliquées dans le contrôle de la longueur de la queue poly(A) qui est d ’environ 
250 résidus adénosines chez l’humain et entre 60 et 70 chez la levure (Eckmann, Rammelt, 
& Wahle, 2011; Wahle, 1991; Wahle, Martin, Schiltz, & Keller, 1991). La mécanique est 
très semblable de la levure à l’humain (Shi et al., 2009). Les principales différences sont le 
nom de CPSF chez l’humain qui se nomme PF I {Polyadénylation factor 1) chez la levure
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et l’implication de certains complexes dans l’une ou l ’autre des étapes tel qu’illustré par la 
figure 6 . L’ajout de la séquence de polyadénosines a lieu promptement après le clivage et la 
PAP est la seule enzyme connue à ce jour à être en mesure de catalyser cette réaction (le 
mécanisme de la PAP est décrit dans la section Poly(A) polymérase -  Mécanisme qui fait 
suite à cette section) (Chan, Choi, & Shi, 201 la). Il est important de noter aussi que chacun 
des gènes encodant les différents facteurs impliqués dans le clivage et la polyadénylation 
est un gène essentiel autant chez les eucaryotes supérieurs qu’inférieurs (Zhao, Hyman, & 
Moore, 1999a). Une fois coiffé, épissé et polyadénylé, l’ARNm est prêt pour son export 
hors du noyau pour être traduit par les ribosomes.
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Figure 6 . Complexes protéiques impliqués dans la maturation de l’extrémité 3’ des ARNm. 
Les différents facteurs protéiques impliqués dans l’étape de clivage et/ou l ’étape de 
polyadénylation sont présentés. Adaptée de Zhao et al, 1999.
1.3.2) Traduction des ARNm
L’ajout de la queue poly(A) est un processus crucial pour augmenter l’efficacité de 
la traduction puisque cela va permettre la liaison des poly(A)-binding proteins (PABP). Il 
existe deux versions de ces PABPs; la PABP nucléaire (PABPN1) qui a un rôle 
prédominant dans le contrôle de la longueur de la queue poly(A) et l ’export de l ’ARNm
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hors du noyau et son homologue cytoplasmique (PABPC1) qui participe au processus de 
traduction coiffe-dépendant de l’ARNm (voir figure 7A) (Lemay, Lemieux, St-André, & 
Bachand, 2010; Livingstone, Atas, Meller, & Sonenberg, 2010). La traduction coiffe- 
dépendante débute avec la liaison des facteurs eucaryotes d’initiation de la traduction (elFs) 
et tout cela débute avec la liaison du complexe eIF4F à la structure coiffe de F ARNm 
(Pestova, Shatsky, & Hellen, 1996; Sonenberg, 2008). Ce complexe est formé des facteurs 
eIF4E/G et A. eIF4E et la protéine qui lie spécifiquement la coiffe alors qu’eIF4 possède 
une activité hélicase et eIF4G qui possède des domaines de liaison à TARN et PABPC1 
(Gingras, Raught, & Sonenberg, 1999). La protéine eIF4G sert à former un pont protéique 
entre eIF4E et PABPC1 menant à la circularisation de F ARNm cette structure en forme de 
boucle a un rôle important pour l’efficacité de la traduction et le recrutement des ribosomes 
(voir figure 7B) (Gingras et al., 1999).
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Figure 7. Implication de la queue poly(A) dans le processus de traduction des ARNm. (A) 
La queue poly(A) est liée par plusieurs molécules de PABPNl afin de faciliter son export 
au noyau et participe à la stabilité de l’ARNm. Une fois au cytoplasme, PABPNl est 
remplacée par PABPC1, impliquée dans la stabilité et la traduction des ARNm. (tiré de 
(Lemay et al., 2010). (B) Détails de l'implication de la queue poly(A) dans la 
circularisation de l’ARNm via des interactions protéiques entre PABPC1 et les protéines 
liant la structure coiffe à l'extrémité 5'. Adaptée de Ileinrich, 2003.
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1.4) Poly(A) polymérase
1.4.1) Généralités sur les polymérases de la famille 0
Il est admis depuis fort longtemps que les polymérases sont des éléments essentiels 
tant pour l’expression des gènes que pour la transmission du bagage génétique et le 
maintien de son intégrité. Avec le temps, une panoplie d ’enzymes jouant une fonction 
polymérase ont été identifiées dans ces différents processus. De façon simplifiée, on y 
retrouve les ADN polymérases, impliquées majoritairement dans la réplication et la 
réparation du génome, ainsi que les ARN polymérases, souvent reliées à l’étape de 
transcription des gènes. Parmi ces polymérases, on distingue celles qui catalyse l’ajout de 
nucléotides complémentaires à un brin matrice (polymérases matrice-dépendantes) et celles 
qui agissent sans la nécessité de ce brin matrice (polymérases matrice-indépendantes). Ces 
dernières sont d’ailleurs décrites un peu plus loin dans la section Rïbonucleotidyl- 
transférases spécifiques à l ’ARN. Malgré la vaste étendue de familles de polymérases, 
plusieurs caractéristiques communes furent remarquées avec l’évolution des techniques 
scientifiques telles la cristallographie et la résonance magnétique nucléaire (RMN). Malgré 
la grande divergence de structure primaire, la structure tridimensionnelle semble conservée 
pour la grande majorité de polymérases. En effet, la structure consensus est caractérisée par 
trois domaines globulaires en forme de main droite. Ces trois domaines représentent les 
doigts, la paume ainsi que le pouce d ’une main droite (voir figure 8 re) (Jeruzalmi & Steitz, 
1998; Sousa, Chung, Rose, & Wang, 1993; Steitz, Smerdon, Jager, & Joyce, 1994). Cette 
architecture imagée est valide autant pour les ADN polymérases que les ARN polymérases. 
Selon un mécanisme général, les doigts et le pouce interagissent avec l ’acide nucléique 
pour assurer le bon positionnement. De son côté, la paume représente le site catalytique 
puisqu’elle contient en effet les acides aminés impliqués dans la réaction d ’hydrolyse des 
déoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs) (Steitz, 1998). Cette famille d ’enzymes 
présente un motif conservé du site actif; hG[GS]x(7.i3)Dh[D/E]h, où h indique un acide 
aminé hydrophobe et X, n’importe quel acide aminé (Martin & Keller, 2007). Les 
polymérases sont connues pour être des enzymes ayant des structures très dynamiques. Les 
changements conformationnels font partie intégrante de leur mécanisme catalytique
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puisque celles-ci ne sont actives qu’une fois «fermées», donc liées au substrat approprié 
(Doublie, Sawaya, & Ellenberger, 1999; Franklin, Wang, & Steitz, 2001).
Pouce
Figure 8 . Structure tridimensionnelle en forme de main droite de la polynucléotide 
polymérase de la famille 6 . Figure montrant la paume, les doigts et le pouce de l’ADN 
polymérase du bactériophage T7 (PDB : 1T7P). Adaptée de Doublie et al., 1998.
1.4.2) Rôle des ions métalliques divalents
La présence de deux ions divalents est absolument requise pour l’activité des 
polymérases et leur rôle a été caractérisé de façon très exhaustive. Ces deux ions sont 
coordonnés au site actif par deux résidus d’acide aspartique (asp) conservés pour 
l’ensemble des polymérases (Brautigam & Steitz, 1998). Le rôle de l’ion métallique A est 
d’interagir avec le groupement 3’-OH du brin en extension (amorce) afin de diminuer le 
pÂ'a du groupement hydroxyl et ainsi faciliter l’attaque du phosphate a  du dNTP entrant par
Paume
Doigts
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ce groupement 3’-OH. L’ion divalent B contacte les phosphates B et y afin de neutraliser la 
charge négative induite durant l’état de transition et facilite donc leur exclusion du site 
catalytique suivant l’attaque nucléophile sur le phosphate a (Figure 9)(Steitz, 1998).
3 ’
BASE'
BASE'
5 ’
ADN
naissant
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BASE
dNTP entrantBASE
OH
D882 o 0
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Figure 9. Mécanisme catalytique à deux ions d ’une ADN polymérase. Les ions 
métalliques (Me2 ) ont un rôle crucial lors de l ’ajout d’un nucléotide sur le brin d’ADN 
naissant. Ils sont coordonnés par deux résidus d’acide aspartique conservés (ici, D705 et 
D882). Le brin matrice sert de support génétique pour assurer l’entrée du bon nucléotide 
lors de la réplication du bagage génétique. Adaptée de Steitz, 1998.
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1.4.3) Ribonucléotidyl-transférases spécifiques à l’ARN
Les ribonucléotidyl-trasférases spécifiques à l’ARN (rNTrs) sont une famille de 
polymérases matrice-indépendantes qui catalyse la liaison covalente de rNTPs à l’extrémité 
3’ de molécules d ’ARN. Parmi les enzymes représentant cette famille de protéines, on 
dénote notamment les poly(A) polymérases eucaryotes canoniques et non-canoniques, les 
enzymes ajoutant des séquences CCA aux ARN de transfert (CCA-adding enzymes), les 
uridylyl-transférases terminales (TUTases) et les poly(U) polymérases (Martin & Keller, 
2007). Certaines caractéristiques du mécanisme de ces enzymes ressemblent énormément à 
ce qui a été découvert pour les polymérases de la famille 13, notamment l ’utilisation de deux 
ions divalents et la signature générale du site actif ((Holm & Sander, 1995)(Martin & 
Keller, 1996).
1.4.4) Mécanisme de la poly(A) polymérase
1.4.4.1) Conservation
La poly(A) polymérase est une enzyme qui catalyse l’ajout de résidus adénosine à 
l’extrémité 3 ’ des ARNm (Ballantyne, Bilger, Astrom, Virtanen, & Wickens, 1995; 
Bardwell, Zarkower, Edmonds, & Wickens, 1990; Edmonds, 1990; Lingner, Radtke, 
Wahle, & Keller, 1991; Wahle et al., 1991). Alors que certains eucaryotes ne possède 
qu’une seule copie du gène, telle la levure, d ’autres organismes plus complexes possèdent 
jusqu’à 3 copies du gène (Lingner, Kellermann, & Keller, 1991). En effet, chez les 
mammifères on retrouve plusieurs types de poly(A) polymérases, soient la PAP a, la PAP B 
et la PAP y (Kashiwabara et al., 2000; Kyriakopoulou, Nordvarg, & Virtanen, 2001; 
Perumal, Sinha, Henning, & Reddy, 2001; Raabe, Bollum, & Manley, 1991; Wahle et al., 
1991). La PAP a est la mieux caractérisée et est reconnue comme la PAP constitutive 
(Topalian et al., 2001). Certains virus à ADN comme le virus de la vaccine sont connus 
pour encoder leur propre PAP dont la structure en forme de U, quoique plus sommaire en 
dimension, est conservée (Gershon, Ahn, Garfield, & Moss, 1991; Moure, Bowman, 
Gershon, & Quiocho, 2006). Chez les eucaryotes, des radiocristallographies de la PAP 
montrent une structure composée de 3 domaines globulaires entourant une région
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spécialisée dans la liaison de substrat (Bard et al., 2000; Martin et al., 2000). Une 
comparaison de la structure cristalline de la PAP bovine avec celle de la levure illustre 
assez clairement la qualité de la conservation de cette structure (Figure 10). Le domaine N- 
terminal de la PAP joue le même rôle que la paume des polymérases 13, soit d ’être le site de 
liaison du nucléotide. De plus, ce domaine portant les résidus catalytiques a été montré 
pour être le domaine subissant le plus important changement conformationnel lors de la 
liaison des substrats d’ARN et nucléotidique (Aravind & Koonin, 1999; Balbo & Bohm,
2007). Le domaine central est fonctionnellement homologue aux doigts de la structure en 
main droite des polymérases matrice-dépendantes. Il est le site de liaison du NTP entrant et 
certains résidus du domaine sont impliqués dans le positionnement de l’acide nucléique. Le 
domaine C-terminal a été montré pour être impliqué dans la liaison de l’acide nucléique en 
agissant comme une pince conjointement avec le domaine N-terminal (courte région 
appelée C-RBS), le recrutement de facteurs de clivage et de polyadénylation tel Fipl chez 
la levure et de facteurs d ’épissage constitutif comme U1A et SRP75 (régulateur d ’épissage 
de la famille des protéines SR) chez le mammifère (Gunderson, Beyer, Martin, Keller, 
Boelens, & Mattaj, 1994b; Gunderson, Vagner, Polycarpou-Schwarz, & Mattaj, 1997; 
Gunderson, Polycarpou-Schwarz, & Mattaj, 1998b; Helmling, Zhelkovsky, & Moore, 
2001; Preker, Lingner, Minvielle-Sebastia, & Keller, 1995; Zhelkovsky et al., 2004). 
D ’autres études ont aussi montré l’implication du domaine C-terminal de la PAP a dans la 
régulation de l’activité catalytique de la protéine. En effet, comme ce domaine est riche en 
sérines et thréonines, il présente bon nombre de sites potentiels de phosphorylation par le 
complexe de kinases cdc2/cycline B, aussi appelé complexe MPF. Lorsque la cellule arrive 
en phase M, précédant la division cellulaire, le taux de phosphorylation du C-terminal de la 
PAP a se voit considérablement augmenté et l’activité poly(A) polymérase est donc 
fortement réduite, voire inactivée (Colgan, Murthy, Prives, & Manley, 1996; Colgan, 
Murthy, Zhao, Prives, & Manley, 1998).
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Figure 10. Conservation de la structure de la PAP de la levure au mammifère.
Structure de la PAP de la levure S. cerevisiae (vert), générée à partir du fichier PDB 1FA0 
(Bard et al, 2000 Science) et structure de la PAP a  mammifère (rouge) généré à partir du 
fichier PDB 1Q79. Les domaines N-terminal, central et C-terminal sont indiqués. Adaptée 
de Martin et al., 2000.
1.4.4.2) Mécanistique
Le modèle d ’ajustement induit (induced-flt) a été proposé afin d’expliquer la 
mécanique et la spécificité de la PAP eucaryote pour l’ATP. Ce modèle basé sur l ’étude de 
la PAP de la levure Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) mentionne que la liaison du 
bon substrat (MgATP2') provoque une déstabilisation de l’état fondamental (apo-protéine) 
induite par l ’énergie libre qui découle de cette liaison causant un changement 
conformationnel. Toute cette énergie sert ensuite à considérablement augmenter la vitesse 
de catalyse du bon substrat pour son transfert subséquent sur le brin d’ARN (Balbo, 
Meinke, & Bohm, 2005). Le mouvement de certains domaines, surtout le domaine N- 
terminal, ferait certainement partie intégrante de ce modèle d ’ajustement de la protéine par 
la liaison du bon substrat au site actif. Comme le site actif est extrêmement hydrophobe, 
l’ouverture de celui-ci requiert la molécule d ’ATP et le brin d’ARN simultanément, 
conférant une protection maximale contre le solvant, pour obtenir la conformation 
catalytiquement active (liée) (Figure 11) (Balbo & Bohm, 2007).
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Figure 11. Dynamique de la PAP de S. cerevisiae. La PAP subit d’importants changements 
conformationnels lors de la liaison de ses substrats nucléotidique et nucléique. À gauche, la 
structure cristalline de la forme libre de la PAP est présentée (adaptée du PDB 1FA0). À 
droite, la structure cristalline de la forme liée est présentée (adaptée du PDB 2Q66). Au 
centre, en bas, le mouvement du domaine N-terminal a été évalué à environ 23° de 
fermeture lors de la liaison. Adaptée de Balbo & Bohm, 2007.
La sélection du nucléotide se fait donc par la libération d’une quantité suffisante 
d’énergie lors de la liaison spécifique de celui-ci au site actif ce qui induit le changement 
conformationnel de la protéine et donc, la fermeture de celle-ci sur ses substrats pour 
permettre la réaction finale de transfert de l’AMP sur F ARN. Les structures cristallines des 
PAPs bovine et de la levure maintenant résolues, les acides aminés impliqués directement 
dans la catalyse ont été identifiés et on remarque une forte conservation de ces résidus 
(Figure 12) (Zhelkovsky et al., 2004). Une triade d’acides aspartiques sert à coordonner les 
ions magnésium (Mg;_) et positionner l’ATP pour la catalyse (Zhelkovsky, Helmling, & 
Moore, 1998). La lysine (K215 chez la levure et K228 chez le bovin) et la tyrosine (Y224 
et Y237 chez la levure et le bovin respectivement) qui se trouvent près des phosphates 8  et 
y servent à coordonner une molécule d ’eau et lier ces deux phosphates après catalyse (les 
produits de la catalyse de l’ATP étant l’AMP et le pyrophosphate (PPi)) entraînant 
l’expulsion des produits d’hydrolyse du site réactionnel (Balbo & Bohm, 2009). Le retrait
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des produits d’hydrolyse favorise donc un nouveau cycle de réaction. Pour sa part, 
l’asparagine (N226 et N239 chez la levure et le bovin respectivement) serait impliquée dans 
des interactions de type ponts hydrogène avec le groupement amino en position 6  de l’ATP 
et participe ainsi à la spécificité pour l’ATP (Balbo & Bohm, 2007; Zhelkovsky et al., 
1998). L’étude de la structure cristalline de la PAP de la levure de Balbo et Bohm ((Balbo 
& Bohm, 2007)) fait aussi mention que la dernière base du brin d’ARN en extension lié par 
la PAP est impliquée dans la stabilisation du complexe PAP-ATP-ARN par des interactions 
d’empilement. De plus, une interaction par encombrement stérique, conservée de la levure 
à l’humain, effectuée par une valine située sous l’ATP (non montré) contribuerait à la 
discrimination entre les purines et les pyrimidines basé sur la taille des nucléotides (Bard et 
al., 2 0 0 0 ).
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Figure 12. Conservation des résidus catalytiques du site actif de la PAP de la levure et du 
mammifère. Les différents résidus d’acide aspartique sont conservés autant dans leur 
position que dans leur fonction. Adaptée de Zhelkovsky et al., 2004.
1.4.4.3) Inhibiteurs de PAP
Des inhibiteurs de polyadénylation sont connus depuis bon nombres d'années. La 
rifampicine est l’un des premiers inhibiteurs à avoir été montré comme ayant des effets 
spécifiques sur les polymérases, notamment l’ARN polymérase II et la poly(A) polymérase.
42
Les études démontrent que son mode d ’action est de lier le site actif de ces enzymes 
irréversiblement, bloquant toute polymérisation subséquente (Campbell et al., 2001; Jacob 
& Rose, 1974; Lal & Lal, 1994; Nutter & Glazer, 1979; Rose, Ruch, & Jacob, 1975). Les 
molécules chimiques de la classe des «pamafungins», des molécules naturellement 
produites par certains champignons, ont aussi montré un effet anti-PAP (Parish et al.,
2008). D’ailleurs, un groupe a récemment montré in vivo le potentiel inhibiteur de 
polyadénylation d ’une «pamafungin» notamment contre la levure pathogène Candida 
albicans (Jiang et al., 2008). Les aminoglycosides représentent la troisième classe de 
molécules montrant un potentiel inhibiteur de poly(A) polymérase. Toutefois, cette 
inhibition n ’a été montrée que pour l’enzyme humaine (Thuresson, Kirsebom, & Virtanen, 
2007). D ’autre part, les aminoglycosides, bien qu’utilisés en clinique comme antibiotique, 
montrent plusieurs types d’effets secondaires dû à un manque de spécificité (Ali, 1995; 
Mingeot-Leclercq & Tulkens, 1999).
Les analogues de nucléosides sont d’autres agents chimiques qui ont été largement 
utilisés comme inhibiteur d’enzymes et ils possèdent aussi des propriétés antivirales et anti­
tumorales. Par exemple, le ribavirin, un analogue de GTP est reconnu pour ses vertus 
antivirales, immunosuppressives et anti-cancer en diminuant la concentration intracellulaire 
de GTP, affectant ainsi le métabolisme de la cellule (Potter, Phair, Vodinelich, Fenton, & 
Jennings, 1976). Dans le même sens, la cordycepin (3’-dATP) est un analogue d’ATP qui 
en diffère que par l’absence du groupement 3’-OH sur le ribose ce qui en fait un 
terminateur de chaîne très efficace autant contre la PAP de la levure que celle des 
mammifères (L. S. Chen & Sheppard, 2004b; L. S. Chen et al., 2010; Y. Chen, Chen, Lin, 
Huang, & Wang, 2010; Holbein, Wengi, Decourty, Freimoser, Jacquier, & Dichtl, 2009b; 
KLENOW & FREDERIKSEN, 1964). De plus, cet analogue possède des propriétés anti­
tumorales (Y. Chen et al., 2010). Outre le 3’-dATP, d ’autres analogues d ’ATP ont 
démontré un potentiel inhibiteur in vitro. L’activité de la PAP de la levure est efficacement 
inhibée par des analogues modifiés en position C8 avec divers groupements chimiques dont 
les plus efficaces sont des groupements halogénés (L. S. Chen & Sheppard, 2004a). La 
même conclusion a été tirée avec la PAP des mammifères (L. S. Chen et al., 2010; Martin, 
Moglich, Keller, & Doublie, 2004). Ce groupe de molécules présente un potentiel fort 
intéressant pour le développement d ’un nouveau traitement.
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2) ARTICLE
2.1) A vant-propos de l ’article
Les analogues d’ATP ne sont pas utilisés en clinique puisque les molécules testées 
comme celles des études de Chen et al. (2004 et 2010) manquent assurément de spécificité. 
Dans une cellule, énormément de protéines sont dépendantes de l’ATP pour leur fonction et 
ce, de la levure à l’humain. De ce fait, si on souhaite utiliser un analogue d’ATP contre un 
microorganisme en particulier, il faut s’assurer de connaître tous les détails chimiques du 
site de liaison de ladite molécule sur la protéine ciblée afin de la rendre le plus spécifique 
possible et ainsi limiter les effets secondaires. En déterminant le type d ’interactions qui 
favorisent la liaison d ’un substrat au site actif de l’enzyme, les chances de trouver un 
nouveau type d’inhibiteur efficace sont augmentées. La PAP est une enzyme clé de la 
maturation de l’extrémité 3’ des ARNm et donc, une protéine extrêmement importante pour 
la bonne condition d’une cellule. D ’ailleurs, plusieurs maladies ont été reliées à une 
mauvaise maturation de l’extrémité 3’ des ARNm comme la dystrophie musculaire 
oculopharyngée, la thalassémie, la thrombose ainsi que la sclérose amyothrophique latérale 
(Scorilas, A., 2002)(Danckwardt et al, 2008). De plus, la croissance de la levure C. 
albicans, le modèle d’étude utilisé dans les travaux de ce mémoire, s’est vue grandement 
affectée par un inhibiteur de la PAP, démontrant clairement le potentiel de cette nouvelle 
cible pour le traitement d’infections fongiques à C. albicans (Jiang B et al, 2008).
Les travaux de ce mémoire se concentrent donc sur la décortication des interactions 
moléculaires entre le site actif de la PAP de C. albicans et son substrat, l’ATP, dans le but 
d’approfondir nos connaissances sur le fonctionnement moléculaire de ce site actif. Aussi, 
de nouveaux groupements chimiques retrouvés sur des analogues de purines et conférant un 
pouvoir inhibiteur sont montrés dans ces travaux. Ceux-ci pourraient donc s’avérer 
prometteurs pour le développement de nouveaux antifongiques. Je tiens aussi, par le biais 
de ces travaux, à éclaircir la question toujours en suspend concernant le mode de distinction 
des différents NTPs présents dans une cellule par la poly(A) polymérase sur une base 
moléculaire. Certains acides aminés du site actif ont été montrés comme importants pour la 
catalyse ou la liaison du substrat, mais aucune étude n ’a fournie de preuve concrète
illustrant le type d’interactions qui favorisaient la reconnaissance du substrat adéquat 
niveau moléculaire.
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2.2) Résum é de l ’article et im plication
Candida albicans est le pathogène fongique qui a le plus d’incidence au niveau de 
la santé publique. Il affecte notamment une large population de patients immunodéprimés 
par diverses causes, par exemple, le VIH, le traitement aux antibiotiques à large spectre ou 
la chimiothérapie. Une candidémie, infection du sang par C. albicans, mène à la mort du 
patient dans 40% des cas. C. albicans, microorganisme eucaryote, encode sa propre 
poly(A) polymérase qui catalyse l’ajout d ’une séquence de résidus adénosine à l ’extrémité 
3’ des ARNm, ajout critique qui favorise la stabilité, le transport et la traduction des 
transcrits eucaryotes. Afin de mieux comprendre le mode de sélection spécifique de l’ATP, 
substrat naturel de l’enzyme, par la PAP, nous avons évalué le potentiel d ’utilisation d’une 
importante gamme d’analogues de nucléotides par la PAP de C. albicans. De plus, nous 
avons mesuré la capacité d’inhibition de polyadénylation de chacun des 25 analogues 
testés. Quelques-uns des analogues se sont avérés de bons substrats pour la PAP malgré 
l’ajout de groupements chimiques à une ou plusieurs positions spécifiques de la partie base 
du nucléotide créant ainsi des ARNm portant des queues poly(A) modifiées (poly(N)). 
Nous avons donc évalué l’impact de ces queues poly(N) sur le métabolisme des ARNm. La 
stabilité des ARNm du gène rapporteur de la Renilla luciférase portant différentes queues 
poly(N) a été mesurée par qPCR et nous en avons mesuré l ’efficacité de traduction en 
cellules de type HEK293. Notre étude fournit les bases moléculaires de spécificité de la 
poly(A) polymérase de C. albicans pour l’ATP. De plus, cette étude décrit les impacts de la 
modification chimique de la queue poly(A) sur le métabolisme des ARNm.
Mon implication dans l’article est majoritaire. En effet, j ’ai réalisé l’ensemble des 
travaux présentés nécessaires à la rédaction de cet article. J ’ai ensuite compilé et analysé 
tous les résultats et produit toutes les figures. Finalement, avec l’aide du Dr. Bisaillon, mon 
directeur de recherche, j ’ai grandement participé à la rédaction du manuscrit. Dr. Bisaillon 
a aussi fourni son expertise et ses connaissances afin de réaliser les travaux présentés et 
pour l’analyse des données.
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2.3) Article 
ABSTRACT
Candida albicans is the main causative agent o f  invasive fungal infections in an expanding 
population o f immunosuppressed patients with associated high morbidity and mortality 
rates. C. albicans encodes a poly(A) polymerase (PAP) which catalyzes the synthesis o f the 
poly(A) tail onto nascent mRNAs, a critical modification involved in mRNA metabolism. 
In order to get new insights about the interactions involved in the sélection of the 
nucleotide substrate (ATP), we evaluated both the incorporation and the inhibitory potential 
of 25 various purine analogs. Some of these nucleotide analogs were efficiently used by the 
enzyme, thereby generating chemically modified poly(A) tails. We then evaluated the 
impacts of modified poly(A) tails on mRNA metabolism. We measured the stability of 
these mRNAs in cellulo by qPCR and we monitored the potential of luciferase mRNAs 
with a modified poly(N) tail to be translated in HEK293 cells. Overall, this study 
establishes a molecular rationale for the spécifie sélection of ATP over other NTPs by the 
C. albicans PAP. Moreover, it also describes the impacts o f modified poly(A) tails on 
mRNA metabolism.
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INTRODUCTION
The biosynthesis of the poly(A) tail at the 3’-end o f eukaryotic messenger RNAs 
(mRNAs) is essential for gene expression. The poly(A) polymerase (PAP) is the enzyme 
responsible for the addition of polyadenosine residues (Ballantyne et al., 1995). This co- 
transcriptional 3’-end modification is implicated in transport, stability, and translation of 
mRNAs (Zhao, Hyman, & Moore, 1999a). RNA polyadénylation occurs in two successive 
steps. An endonucleolytic cleavage occurs 20 to 30 nt downstream of the spécifie 
polyadénylation signal (AAUAAA) at the 3’-end of mRNAs, followed by the synthesis of 
the poly(A) tail by the PAP. In eukaryotic cells, the poly(A) tail is bound by several 
proteins, such as the cytoplasmic poly(A) binding protein 1 (PABPC1), which is implicated 
in the circularization o f the mRNA to increase the translation efficiency through interaction 
with the translation initiation factor eIF4G (Sachs, Samow, & Hentze, 1997).
The PAP is a template-independent enzyme that is a part of the polymerase 13 family 
(Edmonds et al, 2002). The majority of those polymérases share a common motif 
(hG[GS]x(7_i3)Dh[D/E]h, where h is any hydrophobic amino acid, uppercase letters; 
invariant, x; any residue) (Martin & Keller, 2007). PAPs display a remarkable specificity 
for ATP which is of high importance to ensure the formation of a functional poly(A) tail. 
The PAP is highly conserved from yeast to higher eukaryotes; the S. cerevisiae PAP shares 
48% sequence homology with the human enzyme and the structural organization is similar 
(Martin, Doublie, & Keller, 2008). The protein is formed by three distinct domains 
displaying a U shape, capable o f significant domain closure (Balbo & Bohm, 2007). The 
binding of MgATP and the RNA molécules are required to induce the conformational 
change and form the closed enzyme State, illustrating the induced-fit mechanism of PAP 
and other polymérases (Balbo et al., 2005). Thus, correct binding and positioning o f the 
nucleotide substrate is important for the ribonucleotidyl transferase activity o f PAP.
Higher eukaryotes possess multiple gene copies encoding for PAPs, whereas S. 
cerevisiae and C. albicans both only have a single one [(Raabe et al., 1991), (Wahle et al.,
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1991),(Lingner, Radtke et al., 1991)(Lingner et al., 1991)]. This characteristic hallmarks the 
potential of this enzyme to be an efficient target for the development o f novel antifungals. 
ATP analogues like cordycepin (3’-dATP) and C8  modified ATP analogs are known to 
have the potential to inhibit the S. cerevisiae PAP [(Holbein, Wengi, Decourty, Freimoser, 
Jacquier, & Dichtl, 2009a),(L. S. Chen et al., 2010)]. Although many studies have aimed to 
probe into the kinetics, mechanism of action, and structure o f the PAPs, the molecular 
interactions that are responsible for the ATP substrate specificity are still largely 
unexplained. In the current study, we used a panel of nucleotide analogs to explore both the 
nature of the nucleotide-binding pocket and the specificity o f ATP utilization by the C. 
albicans PAP. We also applied structural modeling to understand the binding o f ATP to the 
enzyme, and we generated a sériés of mutants to identify the amino acid residues that might 
contribute to the bias towards ATP. Our study highlights the importance o f spécifie 
functional groups for the binding of the purine substrate, and reveals the complexity o f the 
active site. Using the flexibility o f the PAP active site, we generated several mRNAs 
bearing unusual chemically modified poly(A) and poly(G) tails (poly(N) tails). To our 
knowledge, this is the first report where modified poly(N) tails were synthesized and used 
as novel tools to investigate the effect of modified poly(N) tails on both mRNA stability 
and translation.
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Material and Methods 
Protein expression and purification
The C. albicans PAP has been expressed and purified using a histidine-tag as 
described before (Bougie & Bisaillon, 2007). PAP N222A, V230A, M306A, and C307A 
mutants were also cloned and expressed using this method.
Préparation of RNA substrates
The polyadénylation assays were performed with an RNA substrate o f 46 
nucléotides synthesized with the MAXIscript kit (Ambion), using T7 RNA polymerase. 
The RNA transcript was synthesized from a PCR product that encodes a 46 nucleotide 
sequence under the control of the T7 promoter. In cellulo translation assays were performed 
with the capped renilla luciferase RNA synthesized from an Xbal digested pRL-TK  plasmid 
(Promega) harboring various poly(A) tails synthesized with différent nucleotide analogs. In 
addition, in cellulo translation assays were performed with the capped firejly  luciferase 
RNA bearing a 60 nt long poly A tail at its 3’ end, which was synthesized from an Hpal 
digested plucA60 plasmid (a generous gift from Dr. Rhoads, Louisiana State University) as a 
standard normalizing control. Following transcription, the RNA substrates were purified on 
a denaturing 10% polyacrylamide gel and visualized by ultraviolet shadowing. The 
corresponding bands were excised, and then eluted from the gel by an ovemight incubation 
in 0.1% SDS/0.5 M ammonium acetate. The RNA was then precipitated with ethanol and 
quantitated by spectrophotometry. Altematively, a radiolabelled RNA substrate was also 
synthesized by sequential déphosphorylation o f the 46 nucleotide substrate and labelling of 
the 5' end with 10 units of polynucleotide kinase in the presence of [y-32P]ATP.
Polyadénylation assay
Non-specific polyadénylation was carried out as described previously (Wahle, 
1991). Standard reaction mixtures (20 pi) containing 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM 
MnCl2, 50 mM KC1, 0.2 mM [a-32P]ATP, 1 pM RNA and 5 pM PAP were incubated for 
30 min at 30°C. The reactions were quenched by adding 20 pl phenol/chloroform. The
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reaction products were precipitated with 300 mM pH 5.2 ammonium acetate and ethanol. 
The reaction products were analysed by electrophoresis through a 10% polyacrylamide gel 
containing 8  M urea. The radiolabelled RNA products were located by autoradiography.
ATP and nucleotide analogs élongation assays
Nucleotide analogs were obtained from Jena Bioscience (Germany) and TriLink 
BioTechnologies (San Diego, USA). Polyadenylation reactions were carried as described 
above, using a radiolabelled 46 nucleotide RNA molecule as a substrate. Standard reactions 
were carried out in the presence of 0.2 mM of various nucleotide analogs as indicated. The 
reaction products were analyzed by electrophoresis through a 1 0% polyacrylamide gel 
containing 8 M urea. The radiolabelled RNA products were located by autoradiography.
Inhibition assay and détermination of the IC50
The reaction mixtures (20 pl) containing 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM MnC^, 
50 mM KC1, 0.1 mM [a-32P]ATP, 1 pM RNA, 5 pM PAP and 2 mM of either unlabelled 
ATP or each unlabelled nucleotide analog were incubated for 30 min at 30 °C and 
quenched by the addition of 20 pl phenol/chloroform. The IC50 of nucleotide analogues was 
determined by carrying out the standard polyadenylation reaction in the presence o f 0 .2
'i’j
mM of [a- P] ATP and increasing concentrations o f up to 0.5 mM o f each nucleotide 
analogue. The reactions were stopped by the addition of 20 pl phenol/chloroform. The 
reaction products were precipitated with 300 mM pH 5.2 ammonium acetate and ethanol. 
The radioactivity was quantified by liquid scintillation counting. The K, values were 
determined using the following équation :
Ki _ IC*0 -
(1 +[S]/Km)
where [5] represents the concentration o f ATP in the reaction mixture.
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Homology modeling
The crystal structure of the S. cerevisiae PAP protein was used as a template to 
model the C. albicans PAP protein. The atomic coordinates were obtained from the Protein 
Data Bank file 2Q66, representing the crystal structure of the complex between the S. 
cerevisiae PAP protein, manganèse, 3'-dATP and poly(A). The predicted three-dimensional 
structure of the C. albicans enzyme active site was generated using the Deep View program 
(Schwede et al., 2003).
Cell culture
Human embryonic kidney cells (HEK293) were maintained in Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine sérum.
Transfection
The day before transfection, 500,000 cells/well were distributed in a 6 -wells plate. 
LucA60 RNA (2.5 pg) and renilla luciferase RNA (2.5 pg) were transfected using the 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol for 4 h. For each 
RNA species transfected, the cells were incubated at 37°C in pre-warmed complété medium 
for 16 h. The cells were then washed with PBS and harvested.
Détermination of translation effîciency
The harvested cells were split into 2 tubes. The cells in one o f the tubes were lysed 
in Luciferase Cell Culture Lysis Reagent (Promega) and the luciferase activity was 
measured according to the manufacturer’s protocol (Promega) using Promega GloMax 
20/20 Single tube luminometer. The relative renilla luciferase units (RLU) reads were 
normalized onto the relative firefly  luciferase units reads in the extracts. The translation
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efficiency was determined by normalizing the data relative to the normally polyadenylated 
lue A 60 RNA.
Détermination of RNA stability
Harvested cells were lysed in Qiazol and total RNA was extracted according to the 
manufacturer’s protocol (Qiagen). Real-time quantitative PCR analysis using total RNA 
extracts was performed as described previously (Bachand, Lackner, Bahler, & Silver, 
2006). Briefly, 1 pg of total RNA was treated with Promega DNase RQ1 and reverse 
transcribed using Qiagen Omniscript RT. cDNAs were diluted 20-fold and analyzed on an 
Eppendorf Realplex PCR instrument using PerfeCTa™ SYBR Green Supermix kit (Quanta 
Biosciences). RNA stability was determined by comparing relative renilla luciferase RNAs 
levels to polyadenylated 1 u c A 6o RNA levels 16 h post-transfection.
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RESULTS 
Homology modeling
In order to understand both the nature o f the ATP-binding pocket and the specificity 
of ATP hydrolysis by the C. albicans PAP, we initially generated a 3D model of the 
enzyme. The closely related S. cerevisiae PAP, which shares 80% sequence homology with 
the corresponding C. albicans enzyme, bound to 3’-dATP and a 5-As RNA substrate was 
used as a template. The C. albicans structural model (Figure 1A) provides instructive 
fïndings on the interacting amino acids of the enzyme and the base moiety o f the ATP 
substrate. The triphosphate moiety o f the nucleotide is stabilized by the side chains o f Ser- 
85, Ser-95, Asp-96, Asp-98, Lys-211 and Tyr-220 while the 3’-OH group of the ribose is 
hydrogen-bonded by the OH group of the side chain o f Thr-190 (Figure 1-B). As reported 
for the S. cerevisiae PAP crystal structure (Balbo & Bohm, 2007), the interaction of the 
enzyme with the ATP substrate involves a contact between a polar residue (Asn-222), a 
basic residue (His-310) and the N-7 atom of the adenine base (Figure 1B). However, a 
doser look at the homology model reveals the presence of numerous additional amino acids 
(Asn-185, Gly-186, Val-189, Val-230, Thr-300, Met-306, Cys-307,and Ala-308) that are ail 
positioned in the vicinity of the base moiety o f the ATP substrate (Figure 1C). Although 
most of these residues are probably too far removed to directly interact with nucleotide 
substrate, we hypothesized that they could potentially be important to form a steric gâte and 
insure the positioning of the ATP molecule in the active site o f the enzyme (Figure 1D).
Nudeotide analogs to investigate the nucleotide specificity
In order to investigate the flexibility o f the C. albicans PAP active site and to 
experimentally confirm the homology model on how the enzyme discriminâtes between 
ATP and other nucleotides, we tested an extensive collection of nucleotide analogs to 
monitor their effects of the reaction chemistry. These analogs harbored numerous Chemical 
modifications both on the ribose and base moieties o f the nucleotides (Figure 2). These 
analogs were analyzed in order to investigate the specificity of the enzyme for ATP and 
GTP analogs. ATP analogs were specifically selected to probe the importance of spécifie
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functional groups required for the polyadenylation reaction. On the other hand, GTP 
analogs were used to monitor if the addition and/or modification o f spécifie functional 
groups could resuit in the utilization o f  those analogs by the PAP (Figure 3A).
C-term inal
domain
N-Termtnal
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Thr-187*
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Mf**'
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Ribose Triphosphate
Figure 1. Homology model of the C. albicans PAP active site. (A) Structural model of 
the C. albicans poly(A) polymerase bound to ATP. The model was generated with the 
Deep view program using the crystal structure of the S. cerevisiae P AP bound to ATP as a 
template (PDB code: 2Q66). The S. cerevisiae PAP is shown in blue and the C. albicans 
PAP is shown in red. The positions o f the three polymerase domains are indicated. (B and 
C) Two close-up views of the C. albicans PAP active site are also shown, with emphasis on 
the residues in the vicinity of the ATP triphosphate and adenosine moieties. The purple dot 
represents the Mg2+ ion essential for the catalysis o f ATP. (D) Représentation of the 
interactions between the adenine ring o f ATP and residues of the PAP active site. Val-230, 
Met-306, Cys-307 and Ala-308 residues form a steric gâte to insure the good positioning of 
the ATP substrate in the PAP active site. Blue lines indicate hydrogen bonds and bold black 
lines indicate possible steric hindrance. Distances have been measured using the Pymol 
program.
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ATP analogs
We initially monitored the ability of ATP analogs to inhibit the polyadenylation 
activity of the C. albicans poly(A) polymerase by evaluating both the I C 5 0  and K\ values for 
each tested analog. Some ATP analogs (P4, P5 and P 10) were found to be compétitive 
inhibitors and seemed to bind more tightly to the active site than the natural substrate, ATP, 
as illustrated by the IC50 and K, values (Table 1). On the other hand, few modifications 
abolished the binding ability o f the enzyme to some modified nucleotides. A typical 
example of compétitive inhibition using the P5 (ara-ATP) analog is shown in Figure 3 B 
and C. Our study indicates that the active site can accommodate ATP analogs harboring a 
number o f unusual Chemical modifications. The analogs displaying Chemical modifications 
on the base moiety of the ATP molecule helped us to illuminate the flexibility o f the 
poly(A) polymerase active site. The 6 -amino group of the adenine ring seems to be 
particularly important for the ATP recognition/positioning since it possesses both hydrogen 
bond donor and acceptor capacities. First, we suspected that the ability of this amino group 
(which is substituted by a 6 -oxo group in GTP) to act as a hydrogen bond donor might be a 
key déterminant promoting the usage o f ATP over GTP. The differential ability o f four 
ATP analogs (P10, Pu, Pi2 and Pi4) to be incorporated in the poly(N) tail provided dues on 
the importance o f this functional group. We observed that the absence o f hydrogen bond 
donor at this position abolished the ability of analog Pu (ITP) to be incorporated as a 
poly(N) tail. Even with moderated hydrogen bond donor (thiol group of P i2, 6 -thio-ATP), 
we didn’t observe any incorporation capacity. On the other hand, when a methyl group is 
added to the analog molecule (Pi4, 6 -methyl-thio-ITP), that increases the electron density 
upon the adenine ring, combined to a weaker hydrogen bond donor than the usual amino 
group at the C6  position of ATP, it rescued the incorporation ability o f the substrate analog 
molecule. We conclude that the presence o f a functional group which can display hydrogen 
bond donor properties is critical at the C6  position of adenine. However, we observed that 
the incorporation of the analog P 10 (N6 -methyl-ATP), which still displays hydrogen bond 
donor/acceptor capacities was significantly decreased compared to ATP. We hypothesized 
that the addition of the bulkier methyl group at position 6  reduces the ability o f the 
substrate to be incorporated through steric hindrance. To further investigate this possibility, 
we generated a sériés of mutants based on amino acids located in the vicinity o f the N6
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Figure 2. Nucleotide analogs used to explore the active site of C. albicans poly(A) 
polymerase. Structure of the nucleotide analogs used in the présent study. The ATP (A) 
and GTP (B) display various Chemical modifications both on the ribose and the adenine 
moieties of nucleotides.
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Figure 3. Inhibition of AMP incorporation by ara-ATP. (A) Polyadenylation reactions 
performed in the presence of 0.2 mM nucleotide analogs. A radiolabelled RNA substrate of 
46 nucleotides was used as a substrate. The reaction products were analysed by 
electrophoresis through a 10% polyacrylamide gel containing 8 M urea, and the 
radiolabelled RNA products were located by autoradiography. The positions and sizes (in 
nucleotides) of RNA markers are indicated. These experiments were conducted in triplicate 
with similar results. (B) Dose-response inhibition o f the polyadenylation activity by ara- 
ATP (P5). (C) Compétitive inhibition o f the poly(A) polymerase (PAPase) reaction by ara- 
ATP (P5). The PAPase activity was evaluated in the absence (filled square) or presence of 
20 pM (filled diamond), 50 pM (filled circle) and 80 pM (filled triangle) o f P5. Each value 
represents the average of at least two independent experiments. Error bars represent the 
S.D. of the means values.
position of ATP. Close inspection of the generated model of the C. albicans PAP active site 
suggests that 2 amino acids are located in proximity to the N6  atom (Asn-222 and Cys-306) 
(Figure 1D). The importance of Asn-222 and Cys-307 were therefore investigated by 
generating two individual enzymatic mutants. Asn-222 and Cys-307 were substituted by 
alanine, and the mutant polypeptides were expressed and purified in parallel with thè wild- 
type enzyme. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis analysis showed that the mutants 
were expressed at similar levels as the wild-type enzyme (data not shown). It should be
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noted that each mutant enzyme had a similar polymerase activity than the wild-type 
enzyme when using ATP as a substrate (supplementary Figure 1 ). The informative finding 
of these mutagenesis studies is that the replacement o f the latéral side chain o f the Cys-307 
by alanine resulted in a greater Pio analog incorporation ability than with the wild-type 
enzyme (Table 2). This suggests that the bulkier methyl group of the Pio analog might 
interfère more with the side chain of Cys-307 than Asn-222. Moreover, the substitution of 
the side chain of Asn-222 to alanine abolished the incorporation of the 6 -methyl-thio-ITP 
analog (P14) as for Cys-307 (Table 2), suggesting that Asn-222 and Cys-307 make essential 
hydrogen bonds with the amino group of N6  position o f the adenine moiety. Overall, we 
demonstrate that the presence of a functional group harboring both hydrogen bond donor 
and acceptor capacities at the N- 6  position o f the adenine base is essential for the 
nucleotide utilization.
The addition of an amino group at the C2 position o f adenine (Pg, 2-amino-ATP) 
had no impact on the polyadenylation reaction which correlates with previous studies (L. S. 
Chen & Sheppard, 2004a)). In contrast, the addition of a hydroxyl group at the same 
position (P9, 2-hydroxy-ATP) abolished the incorporation capacity of the nucleotide analog 
by the PAP. We speculated that the additional hydroxyl group probably makes 
unfavourable interactions with amino acids in the vicinity of the C2 position. Closer 
examination of the structural model o f the C. albicans PAP indicates that Asn-222, Val- 
230, Met-306 and Cys-307 are the amino acids in closest proximity to the C2 position of 
adenine. The importance of the residues was therefore investigated through site-directed 
mutagenesis. The C. albicans PAP residues were substituted by alanine, and the mutant 
polypeptides were expressed and purified in parallel to the wild-type enzyme. The 
substitution of the Val-230 by alanine had no effect on the incorporation capacity of the 
analog P9 (Table 2). In contrast, the substitution of the Asn-222, Met-306 and Cys-307 by 
alanine restored the ability of the 2-hydroxy-ATP to be incorporated in the poly(N) tail, 
confirming our hypothesis about unfavourable interactions made by the supplementary 
hydroxyl group. The informative finding is that the replacement of the Asn-222, Met-306 
or Cys-307 latéral side chains permitted, at a lower level than ATP, the incorporation of 
the P9 nucleotide
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Table 1. Inhibition of polyadenylation by nucleotide analogs
N ucleotide analog Incorporation
potential
IC5„
(pM )
K
(pM )
ATP +++ 123.0 91
GTP - >500 >500
(P 2 )2 ’3 ’-ddATP - 77 .0 57.0
(P5) ara-ATP - 13.5 10.0
(P 6 ) 3 ’-dATP - 8.0 5.9
(P7) N,-m ethyl-ATP - >500 >500
(P9) 2-hydroxy-ATP - >500 >500
( P l i )  1TP - >500 >500
(P l 2) 6-mercapto-purine-RTP - 4 8 .0 35.5
(P l 5) 8-bromo-ATP - >500 >500
(P l 6) 2 ’3’-ddGTP - >500 >500
(P l 9) 2 ’-0-methyl-GTP - >500 >500
(P 2 1) 8-oxo-GTP - >500 > 500
(P 2 2 )3 ’-<>methyl-dGTP - >500 > 500
(P 31)8 -b rom oG T P - >500 >500
(P32) 8-iodo-GTP - 68 .0 50.3
( P 4 )2 ’F -2 ’-dATP + 36.0 2 6 .6
(P 1 0 )N 6-methyl-ATP + 30 .0 22.2
(P26) 6-thio-GTP + >500 >500
(P27) 6-methyl-thio-GTP + 9 0 .0 66 .6
(P29)m 7-G T P + >500 >500
(P23)N ,-m ethyl-G TP + + >500 > 500
(P25) 2-amino-6-chloro-purine-RTP + 4 >500 >500
(P28) 06-m ethyl-G TP + + >500 >500
(P8) 2-amino-ATP + + + >500 >500
(P l 4) 6-methyl-thio-ITP - H 4 - 46 .0 34 .0
The inhibition assays were performed independently a minimum of two times. Results are 
shown as the means of these independent experiments. The length of the resulting poly(N) 
tails using each of the 25 purine analogs were evaluated following a +/- system where (-) 
indicates no nucleotide incorporation; (+), less than 50 nt; (++), between 50 and 200; and 
(+++), more than 200 incorporated nucleotides.
analog (2-hydroxy-ATP) by reducing unfavourable interactions (Table 2). We suggest that 
this bulkier OH group, which also displays strong electro attractive properties, impairs 
good positioning of the nucleotide substrate and alters spécifie interactions by modifying 
the electron density of the adenine ring. Although the exact nature o f the interactions 
between active site residues and the additional 2-OH group remains elusive, our
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mutagenesis studies clearly illustrate that Asn-222, Met-306 and Cys-307 are important in 
the nucleotide specificity o f this enzyme by forming a steric gâte near the C2 position.
The addition of a methyl group to the N 1 position of adenine had a négative effect 
on the polyadenylation activity. The analog harboring such a modification ( P 7 ,  Nl-methyl- 
ATP) was not incorporated by the enzyme. We reasoned that two factors might be 
responsible for the reduced activity. The addition of the methyl group could resuit in steric 
hindrance with active site residues, thereby limiting the incorporation of the substrate. 
Altematively, the altération o f the N 1 atom ability to act as a hydrogen bond acceptor in the 
P 7  analog might be responsible for the observed négative reaction. Closer examination of 
the structural model of the C. albicans PAP indicates that Met-306 and Cys-307 are the two 
amino acids in closest proximity to the NI position o f adenine. In order to illustrate the 
molecular déterminants accountable for the unability o f PAP to use the P 7  analog, we once 
again relied on the M306A and C307A (supplementary Figure 1). We observed 
incorporation of the P7 analog with the two mutants, M306A and C307A, which display 
shorter side chains, indicating that steric hindrance is an important factor near the NI 
position o f the base moiety of the ATP substrate. Overall, using ATP nucleotide analogs 
lead us to confirm that the adenine ring of the nucleotide substrate is a subtle but effective 
manner for the enzyme to discriminate between NTPs in a cell.
GTP analogs
Under the standard steady-state conditions used in our assays, GTP was not 
incorporated by the PAP, highlighting the discriminating ability of the enzyme between 
various NTPs. Moreover, the GTP molecule was not binding the active site o f the C. 
albicans PAP (Table 1). We therefore set out to use a collection of GTP analogs to evaluate 
if the addition and/or modification o f spécifie functional group could increase the capacity 
of the enzyme to use these molécules as substrates for the polymerase reaction. As reported 
above, one o f the most striking features o f the ATP-enzyme complex formation is the 
presence of a hydrogen bond donor group, the 6-amino group o f adenine. Not surprisingly, 
GTP, which lacks a hydrogen bond donor at that position, cannot be used to form a poly(G) 
tail by the C. albicans PAP. In that regard, P25-28 are particularly interesting nucleotide
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Table 2. Nucleotide analogs incorporation by PAP mutants.
Mutant Nucleotide Analog
N222A
C3Q7A
Incorporation 
(WT PAP)
Incorporation 
(mutant PAP)
(P8) 2-amino-ATP
(P9) 2-hydroxy-ATP
(PIO) N6-methyl-ATP
(P li) ITP
(P12) 6-mercapto-purine-RTP
(P14) 6-mtthyl-thio-ITP
(P25) 2-amino-6-Chloro-PRTP
(P26) 6-thio-GTP
(P27) 6-m«thyt-thio-GTP
(P28) Q€-m«thyi-GTP
(P29) m7-6TP
ATP
CTP
GTP
UTP
(P8) 2-amino-ATP
(P9) 2-hydroxy-ATP
ATP
GTP
UTP
(P7) Nl-methyl-ATP
(P8| 2-amino-ATP
(P9) 2-hydroxy-ATP
(P23) Nl-methyl-GTP
(P27) 6-methyl-thio-GTP
(P28) 06-methyl-GTP
ATP
CTP
GTP
UTP
(P7) Nl-methyl-ATP
(P8) 2-amino-ATP
(P9J 2-hydroxy-ATP
(PIO) N6-methyl-ATP
(P li) ITP
(P12) 6-mercapto-purine-RTP
(P14) 6-methyl-thio-ITP
(P23) Nl-methyl-GTP
(P25) 2-3mino-6-Chloro-PRTP
(P26) 6-thio-GTP
(P27) 6-methyl-thio-GTP
(P2S) 06-methyl-GTP
ATP
GTP
UTP
The lengths of the resulting poly(N) tails using purine analogs with PAP mutants were 
evaluated following a +/- system where (-) indicates no nucleotide incorporation indicated 
in red; (+). less than 50 nt; (++), between 50 and 200; and (+++), more than 200 
incorporated nucleotides ail indicated in green.
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analogs since they only differ with GTP by the substitution o f the 6-oxo group by various 
functional groups. The importance o f the hydrogen bond donor ability at this position is 
again highlighted by the fact that analog P26 (6-thio-GTP), which displays a thiol group 
with both hydrogen bond donor and acceptor capacities, is incorporated in the modified 
poly(N) tail as expected, albeit at a lower level than ATP (Table 1). In contrast, 
replacement o f the 6-oxo group of GTP by S C H 3 (P27) or OCH3 (P2g), that both lack the 
capacity to act as hydrogen bond donors and display steric hindrance ( C H 3  group), partially 
rescued the capacity to form a modified poly(N) tail by the polymerase (Table 1). 
Moreover, the replacement o f the amino-group o f adenine by the oxo-group of the guanine 
base replaces a hydrogen-bond (H-bond) donor with an H-bond acceptor resulting in the 
protonation of the NI atom. We suggest that this modification would be unfavorable for the 
base récognition and the stacking interactions with the adenine base o f the RNA substrate. 
The results for the GTP analog P28 also raised the hypothesis that the addition o f the bulkier 
methyl group counteracts the electro attractive properties o f the 6-oxo group of GTP, 
avoiding the protonation of the NI atom. This might enrich the electron density o f the 
adenine ring implicated in the stacking with the 3’ nucleotide of the RNA substrate. To 
verify those possibilities, we took advantage of the N222A, M306A and C307A mutants 
since the side chains of these residues are in the vicinity o f the NI position and can 
potentially interact to make hydrogen bonds. The M306A and C307A mutations did not 
affect the utilization of both P 2 7  and P2s analogs (Table 2) . In contrast, the substitution of 
the Asn-222 by alanine completely abolished the incorporation of the P 2 7  and P28 analogs 
(Table 2), indicating that Asn-222 likely makes hydrogen bonds with the NI position o f the 
adenine base o f the bound nucleotide.
Interestingly, the C-8 position o f the base moiety does not seem to be implicated in 
any important interaction with any residue of the active site (Figure 1C). However, analogs 
displaying modifications at the C-8 position of ATP (Pis) or GTP ( P 2 1 ,  P 3 1  and P 32)  could 
not be used in the polyadenylation reaction (Table 1). We hypothesized that the steric 
hindrance of the bulkier groups that were displayed on these analogs probably interfered in 
the stacking interactions between the base moiety of the last nucleotide o f the RNA
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substrate and the bound nucleotide, thus impairing proper nucleotide and/or RNA substrate 
positioning in the active site of the protein.
Translation and stability of mRNAs bearing a chemically modified poly(N) tail
Many studies have demonstrated the impact of the poly(A) tail on translation 
efficiency. In fact, it has been shown that the presence o f a poly(A) tail at the 3 ’ end o f an 
mRNA increases the translation rate by circularizing the mRNA ((Colgan & Manley, 
1997),(Wells, Hillner, Vale, & Sachs, 1998)). Using in vitro polyadenylation assays, we 
monitored the propensity of chemically modified nucleotides to be incorporated as 
modified poly(N) tails by the C. albicans PAP. We found 5 différent analogs with which 
we obtained modified poly(N) tails displaying the same length as with ATP; Pg, Pio, P 1 4 ,  
P23, and P28 (data not shown). Pg and P )4 modified poly(N) tails have been synthesized in 
vitro with the wild-type PAP enzyme (WT). Pio modified poly(N) tail was synthesized 
using the C307A PAP mutant and the P23 and P28 modified poly(N) tails were synthesized 
with the M306A PAP mutant. Having generated several novel 3’ poly(N) structures bearing 
new modifications on the base moiety, we investigated the structural link between 
translation and the nature of the 3 ’ end structure by performing in cellulo translation assays 
with these modified mRNAs.
Renilla luciferase mRNA (RLuc, 2.5 pg) harboring modified poly(N) tails at their 3’ 
end was co-transfected with the firefly  luciferase mRNA (FLuc, 2.5 pg) harboring poly(A) 
tails into HEK293 cells. An outline of the procédure is shown in supplementary figure 2. 
Each transfection was made in parallel with a positive control (ATP polyadenylated Renilla 
luciferase mRNA) and a négative control (unpolyadenylated Renilla luciferase mRNA). 
RLuc and FLuc (normalizing control) mRNA levels were evaluated 16 h post-transfection 
by qRT-PCR using spécifie primers. As the cells underwent a major stress from 
transfection procédures, earlier time points were discarded. A 16 h time point was chosen 
following a preliminary time point analysis which showed sufficient cell recovery and 
indicated good luciferase activities using the Invitrogen Lipofectamine 2000 reagent (data 
not shown). More importantly, this time point demonstrated the importance o f the poly(A) 
tail for the stability of the RLuc RNAs (Weill, Belloc, Bava, & Mendez, 2012). In fact, we
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detected the presence of polyadenylated Rluc mRNA but we had no signal for the 
unpolyadenylated Rluc mRNA at this time point. Following this, we aimed to evaluate the 
impact o f chemically modified poly(N) tails on the mRNA stability. The results were 
normalized onto the relative amount of polyadenylated Fluc mRNA and rationalized onto 
de polyadenylated Rluc mRNA (Figure 4A). Our results indicate that the poorer mRNA 
stability of some RNA bearing chemically modified poly(N) tails is not necessarily 
correlated with a lower translation efficiency (Figure 4A and 4B). P i4 (6-methyl-thio-ITP) 
and P28 (06-methyl-GTP) decreased the mRNA abundance 16 h after transfection to 
approximately 50% and 60% respectively but increased the luciferase protein synthesis 
from 9 and 4 folds respectively.
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Figure 4: In cellulo properties of the novel poly(A) tail analogs. (A) The relative RNA 
stability was evaluated by quantifying the amount o f poly(N) modified RLuc mRNAs 
relative to the polyadenylated RLuc mRNA. The datas were then rationalized onto the 
FLuc mRNA cotransfected with each modified RLuc mRNA 16 hours post-transfection. 
The datas represent the average of three separated experiments. (B) The relative translation 
efficiency was experimentally determined by quantifying the renilla luciferase activity 
relative to the firefly luciferase activity 16 h post-transfection. Expérimental datas were 
then rationalized onto the luciferase activity corresponding to the polyadenylated renilla 
luciferase mRNA. The datas represent the average o f technical duplicates performed on 
biological triplicates.
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For each transfection assay, the luciferases activities o f total cell extract were also 
determined and translation efficiency of RLuc modified mRNAs was normalized on the 
firefly  luciferase activity. For the poly(N) modified Rluc mRNAs, the translation efficiency 
was rationalized onto the positive control (Figure 4B). Since our goal was to obtain 
qualitative datas on the ability o f each mRNA poly(A) tail analog to sustain translation in 
cellulo, neither mRNA levels nor possible proteolysis o f the luciferase proteins were 
considered in our calculations.
Interestingly, the stability of the modified mRNA didn’t reflect their propensity of 
translation. Although poly(N) tails synthesized with analogs P j0, P 14 and P28 had a lower 
stability, their capacities to be translated were notably higher, especially for the P i4 analog. 
Analogs Pg and P23 shown reduced stability and translation efficiency compared to a 
polyadenylated mRNA
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DISCUSSION
Our study highlights the important structural and functional features for the 
interaction of ATP with the C. albicans PAP. More importantly, it provides a molecular 
rationale for the preference of the protein for the ATP molecule in the following respects: 
(i) by illustrating the spécifie functional groups on the nucleotide substrate that are 
important for binding/incorporation and (ii) by demonstrating the importance of spécifie 
amino acids located outside of the hG[GS]x(7_i3)Dh[D/E]h conserved polymerase domain 
and mostly implicated in the substrate discrimination rather than catalysis o f the nucleotide 
substrate (Martin & Keller, 2007). Moreover, the subset of RNAs generated with modified 
poly(A) tails were evaluated for their stability and translational properties in cellulo. With 
the best of our knowledge, this is the first time that mRNA stability and translation were 
studied by evaluating the impacts of altering the poly(A) tail.
The combination of nucleotide analogs, site-directed mutagenesis and structural 
modeling exposed the important structural and functional features for the spécifie binding 
of ATP with the C. albicans poly(A) polymerase. Nucleotide analogs were useful to 
demonstrate the molecular flexibility o f the PAP active site. Many studies explored the 
inhibition o f the polyadenylation reaction in yeast and mammals by ATP analogs ((Martin 
& Keller, 2007), (L. S. Chen, Plunkett, & Gandhi, 2008),(L. S. Chen et al., 2010)). 
However, GTP analogs have never been studied in such détails. We provide here a deep 
investigation of the complexity and flexibility of the active site of the C. albicans PAP 
using an extensive collection of purine analogs and we illustrate that the interaction 
between the enzyme and the nucleotide substrate appears to be much more complex than 
anticipated.
An overall interesting finding was that only the analog Pg out o f 12 ATP analogs 
sustained the polyadenylation efficiency (Table 1). On the other hand, GTP was not 
incorporated by the PAP enzyme as previously demonstrated with the yeast PAP (L. S. 
Chen et al., 2008), but 7 out o f 13 tested GTP analogs were incorporated by the enzyme 
with variable efficiencies (Table 1). The use o f the nucleotide analogs also permitted to
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clearly demonstrate the importance o f a functional group with hydrogen-bond donor 
capacities at the C6  position of the nucleotide substrate. The importance o f this Chemical 
property is demonstrated by the fact that the GTP analog ITP (Pu), that differs from GTP 
only by the absence o f the C2 amino group on ITP, is not incorporated while the 
replacement o f the C6 -oxo group by a thio group (Pi4, 6 -methyl-thio-ITP and P26, 6-thio- 
GTP), which possesses H-bond donor properties, rescued the incorporation of the GTP 
analog. Interestingly, it has been previously reported that enzymes that interact with ATP or 
GTP do so by recognizing most commonly the hydrogen bond donors (N6 o f ATP) rather 
than the acceptors (NI, N3 and N7 in ATP) (Nobeli, Laskowski, Valdar, & Thomton, 
2001).
The use o f nucleotide analogs also allowed us to détermine that the addition o f a 
halogen atom on the C8 position of adenine abrogated the incorporation of the nucleotide 
as previously reported (L. S. Chen & Sheppard, 2004a) and the same results were obtained 
for C8-GTP modified analogs. We were also able to illustrate the importance o f hydrogen 
bond acceptor capacities o f the NI atom of adenine. This was illustrated by the fact that the 
presence of a electroattractive group at the C2 or C6 position, that ends up with the 
protonation o f the NI atom altering its H-bond properties, abolished the use o f the 
nucleotide by the PAP. Interestingly, previous studies proposed that modifying the electron 
density o f the base moiety of nucleotides could importantly interfère with the base transfer 
mechanism and the stacking interactions between the bound nucleotide and the last 
nucleotide base o f the RNA substrate ((Balbo & Bohm, 2007),(L. S. Chen & Sheppard, 
2004a)). Further studies are necessary to characterize the effects o f the analogs on the 
polyadenylation reaction; on the enzyme-AMP complex formation, the proton transfer or 
the nucleotidyl transfer step ((Balbo & Bohm, 2009), (Balbo et al., 2005),(Wahle, 1995a)).
Although the présent study focused on the important functional groups on the base 
moiety of the purines required for efficient utilization, few analogs harbored Chemical 
modifications on the sugar moiety. Based on the structural model that we generated and the 
available crystal structures of mammalian and yeast PAPs, a restrained number of residues 
seem to interact with the 2’-OH and 3’-OH groups o f ATP. Not surprisingly, the analogs 
with Chemical modifications on one or two functional groups o f the ribose o f ATP were not 
incorporated as well. The lower K\ value for 3’-dATP (Pô) in comparison to 2 ’3’-ddATP
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(P2) demonstrates a higher binding affinity which indicates a rôle for the 2’-OH group of 
ATP in the nucleotide substrate récognition by the PAP. Obviously, the 3 ’-OH is an 
essential Chemical group for ATP incorporation for the nucleotidyl transfer reaction on the 
RNA substrate. The interaction between the PAP active site and the complété ATP 
substrate is clearly supported by a network o f electrostatic and hydrogen bonds interactions 
that are highly coordinated by many water molécules as seen in the S. cerevisiae PAP 
bound to ATP crystal structure (Balbo & Bohm, 2007).
Using the PAP active site flexibility, we were able to synthesized mRNAs bearing 
modified poly(A) tails. In order to evaluate the impacts of altemate poly(N) tail structures, 
we set out to look at the RNA stability and translation efficiency by in cellulo assays as 
compared to conventional poly(A) tail. Several studies have evaluated the importance of 
the poly(A) tail for mRNA metabolism ((Preiss & Hentze, 1998)(Preiss, Muckenthaler, & 
Hentze, 1998)), but the effects of altering this 3 ’-end structure has never been done before. 
Moreover, it has never been reported that a poly(G) tail could be synthesized. Interestingly, 
our in cellulo studies illustrâtes clearly that the translation velocity o f mRNAs can be 
highly modulated by the poly(A) tail. This also highlights the potential o f these nucleoside 
analogs to act as cell metabolism regulators. In fact, previous studies have already 
demonstrated that some analogs exhibit antineoplastic activity against replicating cells 
((Balakrishnan et al., 2005);(Balakrishnan, Wierda, Keating, & Gandhi, 2005), (Jeha et al., 
2004),(Huang, Sandoval, Van Den Neste, Keating, & Plunkett, 2000)).
Although many therapeutics exist to counteract fungal infections such as C. 
albicans, this pathogen have evolved mutations that largely decreased the drugs efficiency. 
Because o f its importance for mRNA metabolism and cell survival, the C. albicans poly(A) 
polymerase is an attractive target for the future development o f antifungals against Candida 
sp. infections. Several nucleotide analogs tested in this study could be a good starting point 
for developing new polyadenylation blockers. For example, 8-iodo-GTP that shows great 
binding affinity and abrogated polyadenylation is of high interest since it possesses a higher 
affinity than ATP for the PAP active site. Our study also demonstrate that the incorporation 
of unnatural nucleotides in the poly(A) tail can be a novel way o f modulating mRNA
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metabolism. Incorporation of such purine analogs by pathogen enzymes has recently been 
demonstrated by the antiviral effect o f ribavirin triphosphate, a GTP analog, on the West 
Nile virus (WNV) réplication cycle ((Day et al., 2005);(Graci et al., 2008), (Moriyama et 
al., 2008), (Graci & Cameron, 2008)(Graci et al., 2008)). Ribavirin analogs have also 
demonstrated its antiviral activity against picomaviruses (Graci Too 2008). The synergy 
between structural and functional studies are underway to highlight new insights o f fungal 
proteins that should give rise to novel antifungals development and potentially decrease the
C. albicans incidence in public health.
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Supplementary data
The yeast poly(A) polymerase active site flexibility leads to the Chemical 
modification of the poly(A) tail; analyses of the biological impacts on
mRNA metabolism.
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PAP mutants
Supplementary figure 1. Polyadenylation activity of PAP mutants. The polyadenylation 
reactions using PAP mutants were performed in the standard steady-state conditions in the 
presence of 1 pM 46 nt RNA, 5 pM protein and 0.2 mM [a-32P]-ATP. The radioactivity 
was quantified using liquid scintillation counting and normalized onto the WT PAP enzyme 
activity.
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Supplementary figure 2. Schematic représentation of the transfection procédures to 
evaluate the in cellulo properties of the poly(A) modified mRNAs. RLuc mRNA 
harbored the chemically modified poly(A) tails and the polyadenyiated FLuc mRNA was 
the normalizing control. Both mRNAs were co-transfected and cells were harvested and 
washed with PBS 16 hours post-transfection. Cells were then split in two. The first half 
underwent total RNA extraction to perform the qRT-PCR assays and total cell extracts 
were prepared from the second half of the cells to perform the luciferase assays.
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3) DISCUSSION
3.1) Synthèse
Les travaux présentés dans ce mémoire constituent la première étude exhaustive 
s’affairant à décrypter les facteurs moléculaires impliqués dans la sélection spécifique de 
l’ATP au site actif de la PAP de C. albicans. De plus, ceux-ci représentent la première 
étude impliquant la modification chimique de la queue poly(A) et les conséquences sur 
certaines étapes du cycle de vie des ARNm. L’utilisation concomitante de méthodes in 
silico et in vitro dans le but de disséquer les interactions moléculaires impliquées au cœur 
du site actif en font la particularité. Un autre fait intéressant à ces travaux est que des études 
fonctionnelles sur le métabolisme des ARNm portant des queues poly(N) réalisées en 
contexte cellulaire sont aussi inclues. L’utilisation d’une panoplie d ’analogues de purines 
conjointement à la mutagénèse a permis d ’éclaircir le rôle de certains acides aminés du site 
actif de la PAP de C. albicans. Parallèlement, l’importance de certains groupements 
fonctionnels spécifiques de la base purique a aussi été soulignée. Par exemple, le 
groupement amino (NH2) en position 6  de l’ATP est essentiel à la reconnaissance du 
substrat nucléotidique dû à ses capacités donneur et accepteur de pont hydrogène. 
Finalement, la modification chimique de la queue poly(A) par certains analogues de 
nucléotides a permis de démontrer les différents effets sur deux fonctions extrêmement 
importantes jouer par la queue poly(A). De manière générale, la stabilité des ARNm se voit 
considérablement réduite. D ’un autre côté, l ’efficacité de traduction est significativement 
plus importante lorsque certaines modifications chimiques sont présentes sur les 
nucléotides de la queue poly(N) alors que d’autres modifications affectent très 
négativement le taux de traduction (analogue Ps et P23).
Il y a plusieurs bonnes raisons pour justifier une étude comme celle présentée ici. 
Tout d’abord, concernant le modèle d’étude, il est important de noter qu’une quantité 
phénoménale de pathogènes eucaryotes sont la cause de bien des problèmes encore 
aujourd’hui. De plus, les pathogènes fongiques sont parmi les infections les plus 
couramment rencontrées dû à leur grande adaptabilité et, aussi, grâce à leur capacité à 
persister malgré des conditions extrêmes. Pour quelques-uns d ’entre eux, tel C. albicans, 
leur habileté à développer des résistances face aux traitements actuellement disponibles sur
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le marché est un autre facteur qui contribue à leur propagation difficilement contrôlable. 
Les présents traitements antifongiques visent plus spécifiquement les composantes des 
champignons qui les distinguent de leur hôte humain et/ou animal comme l’ergostérol, 
équivalent fongique du cholestérol animal. Toutefois, la découverte de nouveaux 
antifongiques est désormais un point critique puisque la plupart des humains serons pris en 
otage par un pathogène fongique un jour ou l’autre et ce, sans la capacité de s’en 
débarrasser à cause de l’apparition de souches multi-résistantes. Si l’on prend exemple sur 
le développement d’antiviraux, ceux-ci sont désormais beaucoup axés sur les analogues 
nucléosidiques qui interfèrent avec le cycle de réplication viral. Bon nombre d’études 
structurales et fonctionnelles ciblant le site actif d ’enzymes virales ont justement pavé la 
voie à ces développements antiviraux. Les travaux effectués sont justement la base de 
développement de nouvelles molécules pouvant lier le site actif de la poly(A) polymérase 
de C. albicans, l’empêchant de jouer sa fonction dans la maturation des ARNm et ainsi 
créer un fort état d’instabilité au sein de la cellule fongique. La mise en lumière des 
interactions moléculaires impliquées dans le choix d’un substrat pour une enzyme donnée 
par des études structurales et fonctionnelles sont les premières étapes à réaliser afin de 
mieux comprendre le mécanisme de la protéine et ainsi être capable d ’en exploiter les 
caractéristiques distinctives. Une fois le mécanisme du site actif de l ’enzyme ciblée 
décortiqué au niveau moléculaire, l’imagination de l’humain est la seule limite quant à la 
découverte de nouvelles molécules inhibitrices.
3.2) Analyse du potentiel inhibiteur des analogues
La manipulation initiale de l’étude présentée avait pour but de voir quel type de 
modification chimique permettait à un nucléotide d ’être reconnu et utilisé par l’enzyme par 
révélation de la position de la molécule d ’ARN radiomarquée sur SDS-PAGE par 
autoradiographie après électrophorèse (voir figure 3 de l’article). Par contre, cette question 
ne répond pas aux questions suivantes : Pourquoi certaines modifications chimiques ne 
permettent pas l’utilisation de ces analogues alors que d ’autres oui? Quel est le mécanisme? 
Une expérience qui a été réalisée mais qui n ’a pas été montrée dans l’article joint à ce 
mémoire répond à ces questions en illustrant le potentiel inhibiteur des analogues de
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nucléotide basé sur des essais de compétition. Ceci répond en partie à ces questions. Tout 
d’abord, l’expérience de compétition correspond à une réaction de polyadénylation in vitro 
standard en présence de 100 pM d'ATP radiomarqué au P22 dans laquelle on ajoute 200 
pM de chacun des analogues de nucléotides. Le contrôle positif correspond à la réaction 
standard sans ajout d ’analogue. Finalement, on récupère TARN par précipitation après 30 
minutes de réaction à 30°C pour ensuite compter la radioactivité au compteur à 
scintillation. Les résultats obtenus sont présentés à la figure 13.
d. Analogues (200uM)
Figure 13. Inhibition de la réaction de polyadénylation par les analogues de nucléotide. En 
noir sont présentés les différents contrôles où, dans l’ordre, le contrôle négatif a été réalisé 
sans protéine dans la réaction afin de voir le bruit de fond de la radioactivité, le contrôle 
positif sans inhibiteur, un contrôle en présence d ’ATP non radiomarqué (200 pM) pour voir 
l ’effet du double de la concentration d ’un bon compétiteur à l’ATP radiomarqué et le 
contrôle avec une molécule qui n ’est pas reconnu par le site actif (GTP). En gris sont 
présentés les analogues de nucléotides qui ne présentaient pas d ’incorporation lors de 
l’essai initial. En rouge sont présentés les analogues présentant un faible potentiel 
d ’incorporation (+, voir le tableau 1 présenté dans l’article) et en vert, ceux qui soutiennent 
la réaction de polyadénylation (++ et +++ du tableau 1 de l’article) avec la PAP de C. 
albicans.
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Trois hypothèses peuvent expliquer les résultats obtenus lors des essais d ’inhibition. 
Premièrement, si l ’analogue ne peut être reconnu par le site actif de la PAP, celui-ci ne sera 
pas en mesure de compétitionner avec l’ATP radiomarqué ce qui aboutit à l ’incorporation 
d’une multitude de molécules d ’AMP radiomarqué et aucune baisse du signal radioactif (ou 
une baisse non significative) (voir situation 1, Figure 14). Un résultat typique est représenté 
par les résultats obtenus avec les analogues P7, Pu et P22, qui ne présente aucune 
incorporation (voir figure 13). Ces analogues ne présentent donc aucun potentiel inhibiteur 
et indique donc que les modifications chimiques portées par ces analogues ne sont pas 
avantageuses pour le développement futur d ’inhibiteurs. Deuxièmement, il y a les 
analogues qui ne présente pas la capacité d’être incorporé sous forme de queue poly(A) par 
la PAP (bandes grises, Figure 13) mais qui montre un potentiel inhibiteur (voir figure 13, 
analogues P2, P5, Pô, P12 et P 3 ? ) .  Cette inhibition peut être hypothétiquement expliquée 
selon le mécanisme 2 de la figure 14. Cette hypothèse suggère que l’analogue, bien que non 
transféré sur l’ARN, possède la capacité de lier le site actif de l’enzyme et ce de façon non 
réversible ce qui conduit à la séquestration des molécules de PAP. Étant donné la 
stœchiométrie de 2:1 en solution des analogues face à l’ATP radiomarqué, je  suggère que la 
liaison de l’analogue est préférée à l’ATP et explique donc l’inhibition. L’autre hypothèse 
pouvant expliquer cette inhibition est que certains de ces analogues peuvent agir comme 
terminateur de chaîne (non montré sur la figure 14). Ce type d’inhibiteurs, une fois 
incorporés par la PAP, ne permettent plus le bon positionnement ou la bonne conformation 
du complexe PAP/nucléotide/ARN résultant en une abolition (ou un blocage) de l’activité 
polymérase. Ceux-ci démontrent le potentiel thérapeutique le plus important. La troisième 
hypothèse (situation 3 de la Figure 14) est basée sur le fait que les résultats d ’inhibition 
obtenus avec les analogues correspondant aux bandes rouges et vertes conserve la capacité 
d’être incorporés par la PAP malgré la/les modification(s) chimique(s). L’ajout de ces 
analogues aboutit à la formation d’une queue poly(A) hybride expliquant la baisse du signal 
radioactif au compteur à scintillation (voir situation 3 figure 14). Par exemple, l ’analogue 
P ]4 cause une forte diminution de l’utilisation de l’ATP-a-P32 (baisse drastique du signal 
radioactif) et les modifications chimiques de cet analogue semblent en augmenter l ’affinité 
pour le site actif de la PAP par rapport à l’ATP lui-même. En effet, lorsqu’on compare les 
pourcentages relatifs d ’incorporation de radioactivité obtenus en présence d ’ATP et de P ]4
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respectivement comme inhibiteur, on remarque que la baisse de signal est significativement 
plus forte avec l’analogue P |4. J ’en déduis donc que l'enzyme utilise plus efficacement 
l’analogue P 14 que l’ATP et ceci corrèle avec les résultats obtenus lors de la détermination 
des Ku les constantes d ’inhibition présentées dans le tableau 1 de l’étude jointe à ce 
mémoire. D ’un point de vue inhibiteur, ceci n ’est pas réellement avantageux puisque 
l’activité de l’enzyme n’est pas ralentie ou abolie. Par contre, en y regardant de plus près, la 
formation d’une queue poly(A) hybride (modifiée chimiquement) à l’extrémité 3’ des 
ARNm n’est sûrement pas saine pour la cellule. Les effets que peuvent entraîner une telle 
modification chimique de la queue poly(A) des ARNm sont discutés plus loin dans la 
section Modification chimique de la queue poly(A).
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Figure 14. Différentes hypothèses expliquant l’inhibition de la réaction de polyadénylation 
par les différents analogues de nucléotides. 1) L’analogue de nucléotide ne peut pas se lier 
au site actif de la PAP, donc aucune inhibition n ’est observée. 2) L’analogue de nucléotide 
se lie au site actif de la PAP mais n’est pas incorporé, séquestrant dès lors la PAP qui ne 
peut s'en départir et continuer de polyadényler la molécule d’ARN. 3) L ’analogue se lie au 
site actif et est incorporé par la PAP sur la molécule d ’ARN, réduisant ainsi le nombre de 
nucléotide radiomarqué sur la molécule d’ARN.
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3.3) M odèle des interactions au site actif
Dans l’étude présentée dans ce mémoire, j ’ai analysé l’effet de la mutation de 4 
acides aminés du site actif de la poly(A) polymérase sur l’utilisation de certains analogues 
de nucléotides comparé à la protéine de type sauvage (voir Tableau 2 de l’article ci-joint). 
Les faits saillants de cette partie de l’étude sont que l’asparagine-222 (voir N222 à la Figure 
15) participe à la distinction entre l’ATP et le GTP grâce à la formation de ponts hydrogène 
avec le groupement amino (NH2) en position 6 de l’ATP. Ensuite, l ’étude a également 
montré que la méthionine-306 (voir M306 à la Figure 15) est impliquée dans la formation 
d’une pochette de stabilisation avec les autres résidus C307 et A308 du site actif de la PAP. 
Ceci est démontré par le fait que l’ajout d ’un groupement supplémentaire au niveau de la 
position 1 du nucléotide diminue grandement sa capacité de liaison au site actif et que la 
mutation de la M306 ou C307 en alanine, présentant une chaîne latérale moins imposante, a 
pour effet de restaurer son utilisation. De plus, la cystéine-307 (C307 sur la figure 15) est 
impliqué dans des interactions par ponts hydrogène avec les propriétés électrodonneur et 
accepteur du groupement amino en position 6 et l’atome d ’azote en position 1 du substrat 
nucléotidique.
Maintenant, il serait intéressant de montrer à quel niveau du mécanisme de la PAP 
l’ajout des différents groupements chimiques sur l’ATP affecte-t-ils l’utilisation des 
analogues; est-ce la liaison de l’analogue au site actif ou encore le transfert sur la molécule 
d’ARN? Ceci peut être facilement répondu par une expérience relativement simple et 
rapide, la microcalorimétrie ou ITC {Isothermal titration calorimetry) qui nous montrerait 
s’il y a liaison ou non au site actif. Cette liaison peut être détectée par l ’ajout des analogues 
à une concentration fixe avec la solution de protéines dans le microcalorimètre à un temps 
donné. La liaison d ’une molécule à la protéine causerait alors une variation dans l’énergie 
libre du système et cette variation serait détectée par l’ITC, nous informant qu’il y a 
probablement eu liaison entre deux molécules et que l’inhibition vient fort probablement du 
mauvais positionnement de celui-ci. Si aucun changement de température n ’est détecté, on 
peut alors conclure que la liaison n’a pas eu lieu. Ceci approfondirait encore plus notre 
compréhension du mécanisme de discrimination ATP/GTP par la PAP. La plus grande 
limite de cette technique est que nous ne pouvons pas conclure que la liaison de l’analogue
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s’est bel et bien produite au site actif. Par contre, les essais de compétition in vitro tels que 
montrés dans l’étude répondent à cette question.
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Ribose Tri phosphate h ç
N222
A308
3.90 \
C307
N V4.50
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4.08 3.71
\ -CH,
V230
Figure 15. Modèle des interactions impliquant certains résidus du site actif de la PAP dans 
la reconnaissance du bon substrat. Les lignes noires représentent les interactions de type 
encombrement stérique alors que les lignes pointillées représente les interactions par pont 
hydrogène. Les chaînes latérales des résidus sont illustrés ainsi que la partie adénine d ’une 
molécule d ’ATP tel que modélisé par homologie de séquence avec la PAP de S. cerevisiae 
(PDB : 2Q66) via le logiciel Deep View (Schwede et al., 2003).
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3.4) Analyse des autres mutants de la PAP
Bien qu’une étude se soit auparavant attardée à la mutation de certains résidus du 
site actif de la PAP, il faut savoir que celle-ci s’est affairée à muter des résidus qui sont 
essentiels à l’activité polymérase, donc des résidus catalytiques de la protéine (Balbo & 
Bohm, 2007). De mon côté, les résidus que j ’ai muté sont impliqués dans la sélection du 
substrat nucléotidique et ces mutations n ’affectent pas l’activité catalytique de l’enzyme en 
présence d ’ATP (voir figure supplémentaire 1 de l’article). Le but était de mettre en 
lumière les déterminants moléculaires de sélectivité du bon substrat puisque les résidus 
catalytiques étaient déjà connus. L’étude dirigée par Andrew Bohm montre une structure 
cristalline de la PAP de Saccharomyces cerevisiae en présence d ’ATP et d ’un substrat 
d’ARN de 5 résidus adénosines (Balbo & Bohm, 2007). Cette étude est d’ailleurs l ’une des 
bases du manuscrit faisant office de pièce maîtresse dans ce mémoire. Cependant, mon 
étude comble certaines lacunes dans la compréhension fondamentale pour cette partie 
spécifique du mécanisme de la PAP, la discrimination de l’ATP envers les autres 
nucléotides. Leurs expériences de mutagénèse ont toutefois déterminé que le résidu 
asparagine-189 est impliqué dans une interaction tertiaire formant un pont entre les 
domaines central et N-terminal de la PAP. Donc, cet acide aminé est essentiel pour 
l’activité de l’enzyme dû à son implication dans la stabilisation de la protéine en position 
fermée, une fois liée à ses substrats (ARN et ATP). Tout comme la mutation N189A, les 
mutations Y224F et N226A ont un effet négatif important sur le Km de l’enzyme pour 
l’ATP. La mutation de la lysine-215 en alanine (K215A) déstabilise l’énergie du complexe 
fermé (PAP-ARN-ATP). Celui-ci contacte normalement le phosphate y de l’ATP et est 
donc impliqué dans la stabilisation de la queue triphosphate de l’ATP et dans la relâche du 
produit de catalyse, le pyrophosphate (Balbo & Bohm, 2007). Finalement, la mutation 
D154A, un acide aspartique essentiel à la catalyse muté en alanine (voir figure 12), abolit 
l’activité catalytique de l’enzyme sans affecter la liaison du nucléotide (Martin et al., 2008). 
Cette étude montre à nouveau que les résidus impliqués dans la catalyse ne sont pas 
nécessairement responsables de la reconnaissance (voire discrimination) du substrat. Mon 
étude est donc un complément important à la compréhension mécanistique moléculaire de 
cette enzyme.
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3.5) Perspectives
3.5.1) Reconnaissance moléculaire 
3.5.1.1) Augmenter la spécificité
Dans une optique pharmacologique, cibler une enzyme telle que la PAP de C. 
albicans n ’est pas impossible mais n ’est pas chose simple non plus. Logiquement, un bon 
agent thérapeutique se doit d ’avoir une bonne efficacité même lorsque celui-ci est en faible 
concentration dans l’organisme et il se doit d’être le plus spécifique possible afin d’éviter 
les effets secondaires néfastes. C’est pourquoi plusieurs points restent à évaluer avant le 
développement de nouveaux antifongiques notamment la spécificité de la molécule pour sa 
cible protéique. D ’autre part, il serait intéressant d ’évaluer la processivité de la protéine 
avec les analogues qui soutiennent la polyadénylation. Ceci pourrait expliquer pourquoi 
certains analogues, lorsqu’en excès dans la réaction, soutiennent l’activité polymérase mais 
avec lesquels on ne peut déterminer de constante d ’inhibition (voir tableau 1 de l’article).
3.5.1.1.1) Contexte
La similitude structurale et de la séquence primaire entre la PAP de la levure et celle 
des mammifères est notable (Balbo & Bohm, 2007; Martin et al., 2004). Pour cette raison, 
une étude semblable se doit d’être conduite avec la PAP humaine afin de souligner les 
caractéristiques structurales ou moléculaires pouvant être utilisées et qui feraient en sorte 
que de petites molécules chimiques comme les analogues de nucléotides cibleraient 
seulement la PAP de C. albicans et non son hôte. De plus, comme une panoplie d ’enzymes 
autant chez la levure que chez l’humain utilise l ’ATP comme source d’énergie, il serait 
important de considérer l’évaluation de la structure moléculaire du site actif d ’enzymes 
représentant plusieurs familles de protéines humaines afin d’être le plus sécuritaire possible 
dans le design de nouveaux inhibiteurs nucléotidiques. Donc, en répondant à la question 
qui était toujours en suspend portant sur le mécanisme de discrimination entre les différents 
nucléotides, j ’ai approfondi les connaissances du mécanisme responsable de l’activité 
polymérase de la PAP au niveau moléculaire et j ’ai surtout levé le voile sur une 
caractéristique propre à ce type de polymérase, l’utilisation d’un seul nucléotide. Ce faisant,
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on connaît maintenant quelques caractéristiques supplémentaires concernant le 
fonctionnement du site actif de cet enzyme. Afin d ’aller encore plus loin dans les 
connaissances des interactions moléculaires impliquées dans le choix du substrat, je 
suggère d’utiliser une approche combinatoire des modifications chimiques qui permettent 
d’inhiber cette activité polymérase.
3.5.1.1.2) Procédures expérimentales
Comme le but n’est pas de reproduire la même étude avec la PAP humaine que celle 
présentée dans ce mémoire, je suggère de travailler avec les analogues qui ont su inhiber 
efficacement l’activité de la PAP de C. albicans afin de vérifier si ces analogues inhibent 
aussi l ’homologue humain. S’il y a inhibition de l’enzyme humaine, les modifications 
chimiques de ces analogues sont dès lors à proscrire dans le but d’être spécifique pour la 
PAP du champignon. Les analogues de nucléotides à utiliser sont préférentiellement parmi 
ceux qui ne soutiennent pas l’activité polymérase et qui ont une valeur de K\ inférieur à 
celui de l’ATP (voir tableau 1 de l’article). Une valeur de K\ de plus en plus faible indique 
une affinité de plus en plus élevée pour le site actif de l’enzyme. Les analogues qui inhibent 
l’incorporation d ’ATP de plus de 50% sont aussi à considérer même si certains soutiennent 
l’activité polymérase avec la PAP de C. albicans (voir figure 13). Il est déjà connu que les 
nucléosides portant des modifications chimiques en position 8 possèdent la capacité 
d ’inhiber la polyadénylation et ceci concorde avec nos résultats (L. S. Chen & Sheppard, 
2004a). Par contre, il y va de même pour la PAP humaine, donc ceux-ci sont dès lors rayés 
de la liste à analyser. Donc, les analogues à considérer sont :
- 2’-F-2’dATP (P4)
- Ara-ATP (P5)
- 3’-dATP (P6)
- N 6 -méthyl-ATP (P,0)
6 -mercaptopurine-riboside triphosphate (P]2)
- 6 -Méthyl-Thio-ITP (P14)
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En regardant attentivement la liste des analogues qui ressortent du lot d’après les 
critères établis, on remarque tout de suite que la position 6  est une position déterminante. 
Mon étude confirme donc expérimentalement une des hypothèses établies par l’étude de 
Nobeli et al. (2001)(Nobeli et al., 2001) de manière générale et Palbo et Bohm (2007) pour 
la PAP de la levure spécifiquement (Balbo & Bohm, 2007; Nobeli et al., 2001). Une 
comparaison des séquences primaires des PAP humaine et de C. albicans nous informerait 
de la divergence des enzymes. Une radiocristallographie de la PAP humaine serait un atout 
incommensurable pour dévoiler la position et la nature des résidus du site actif. Cela nous 
permettrait de déterminer si les différences moléculaires sont significatives entre les deux 
PAP ciblées et ajouterait encore plus de valeur à une telle étude.
L’affinité du substrat pour l’enzyme a beaucoup à voir dans la vélocité de la réaction de 
polyadénylation. Plus la liaison au site actif est favorisée, plus la réaction de catalyse et de 
transfert subséquent sur la molécule d’ARN sera facilitée. Donc, en titrant des 
concentrations variables d ’enzymes et de nucléotides selon un temps donné, on peut arriver 
à évaluer la vélocité avec laquelle l’enzyme ajoute les séquences de «polyanalogues» à 
l’extrémité 3’ des molécules d ’ARN. Ces tests rapides fourniraient une plus grande 
compréhension plus approfondie dans la mécanistique de l’enzyme et aiderait à mieux 
comprendre certains résultats non discutés dans l’article joint au mémoire.
3.5.2) Métabolisme des ARNm
Les multiples rôles de la queue poly(A) dans la stabilité, le transport et la traduction 
des ARNm est aujourd’hui irréfutable (Dreyfus & Regnier, 2002). Dans l ’étude présentée 
dans ce mémoire, j ’ai évalué l’effet de la modification chimique de la queue poly(A) sur 
deux aspects, la stabilité et le taux de traduction. Par contre, aucune explication 
expérimentale n ’a été fournie. La Poly(A)-bindingprotein cytoplasmic 1 (PABPC1) est une 
protéine qui recouvre la queue poly(A) des ARNm dans le cytoplasme et qui est donc 
impliquée dans les différents aspects ci-haut mentionnés. Celle-ci a pour fonction de 
bloquer l’accès à certaines enzymes de dégradation comme les 3’-exonucléases telle Ccr4p 
et participe aussi à l’efficacité de traduction en favorisant la circularisation de l’ARNm
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(voir Figure 7B) (Bartlam & Yamamoto, 2010; Mangus, Evans, & Jacobson, 2003). Le fait 
que la stabilité des ARNm dans le temps semble diminuée de façon généralisée peut être 
hypothétiquement expliquée par le fait que la modification chimique diminue l ’affinité de 
PABPC1 pour la queue poly(N). Ce faisant, les protéines impliquées dans la déadénylation 
comme Ccr4p ont accès plus facilement à l’extrémité 3’ et la dégradation de l’ARNm s’en 
suit.
3.5.2.1) Effet sur la liaison de PABPC1
Les expériences réalisées concernant les deux étapes du métabolisme des ARNm 
portant des queues poly(N) ont été réalisées dans un modèle cellulaire humain (HEK293). 
Afin d ’analyser l’effet de la présence de modifications chimiques portées par les queues 
poly(N) sur la liaison de la protéine PABPC1, nous devons évidemment considérer 
l’utilisation de la PAPBC1 humaine et non celle de la levure. Ce point peut être évalué avec 
des techniques in vitro et in cellulo.
3.5.2.1.1) In vitro : procédures expérimentales
Les deux techniques principales à utiliser sont le retardement sur gel et la titration 
isothermique calorimétrique (microcalorimétrie). Pour le retardement sur gel, il faut tout 
d’abord effectuer plusieurs manipulations décrites dans le manuscrit joint à ce mémoire. 
Premièrement, il faut réaliser une transcription du gène encodant la luciférase en utilisant 
des nucléotides radiomarqués en position a pour que la molécule d’ARN soit aussi 
radiomarquée. Suite à cela, le protocole de polyadénylation in vitro tel que décrit dans 
l’article est employé pour ajouter des séquences de nucléotides ou d’analogues à l’extrémité 
3’ des molécules d’ARN. Les analogues utilisés sont :
Pg : 2-amino-ATP 
P,o : N6 -méthyl-ATP 
P]4 : 6 -méthyl-thio-ITP
- P23 : N 1 -méthyl-GTP
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P2 8 : 06-méthyl-GTP
Après purification par électrophorèse sur gel de polyacrylamide dénaturant, on 
incube la protéine PABPC1 humaine avec les différents ARN dans un tampon 
physiologique pendant un temps donné. Ensuite on fait migrer les échantillons sur gel de 
polyacrylamide non-dénaturant lentement et à basse température pour éviter la dénaturation 
de la protéine par la chaleur ambiante et celle produite par l ’électrophorèse. La figure 16 
montre les résultats théoriques qui seraient possible d’obtenir. En A on retrouve un résultat 
positif typique obtenu par ce genre d'expérience, donc lorsqu’il y a liaison entre l ’ARN et 
la protéine. En B, on retrouve un résultat négatif qui démontre une absence de liaison 
protéine-ARN. Un retardement sur gel se traduit en une migration plus lente due à un poids 
moléculaire plus élevé du complexe PABPC1-ARN comparé à l ’ARN seul.
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Figure 16. Résultats typiques attendus pour l’expérience de retardement sur gel. Des 
résultats typiquement négatif (A) et positif (B) sont montrés. Le contrôle négatif est réalisé 
avec l’ARN radiomarqué non polyadénylé pour démontrer l ’interaction spécifique de la 
PABPC1 avec la queue poly(A). Le contrôle positif est réalisé en présence de PABPC1 et 
l’ARN polyadénylé et le dernier puits correspond à l’expérience réalisée avec l’ARN 
portant une queue poly(N).
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La titration isothermique calorimétrique fait appel à un instrument qui est capable 
de mesurer des variations de température de l’ordre du millionième de degré Celsius. 
L’appareil comporte deux cellules, une cellule témoin qui contient que du tampon et qui 
sert de point de référence dans le système et une cellule test qui contient le tampon et la 
protéine étudiée. Une des limites de cette technique est qu’elle requiert une quantité 
importante de protéines, ce que nous possédons au laboratoire (données non publiées). La 
cellule test possédant une quantité fixe de protéines est titrée avec une concentration 
croissante de ligand, ici les ARN portant des queues poly(N). La quantité de chaleur émise 
ou absorbée est alors mesurée par l’instrument en fonction de la concentration de ligand 
jusqu’à ce qu’on atteigne l’équilibre, ce qui veut dire qu’il n ’y ait plus de variation de 
chaleur. En analysant les variations de chaleur en fonction de la concentration de ligand, on 
trouve alors une constante d’association PABPC1-ARN. Non seulement, cette technique 
nous indique s ’il y a association ou non, mais se révèle aussi être une technique quantitative 
très précise. Selon ces résultats, on pourrait aussi expliquer hypothétiquement l’efficacité 
de traduction différentielle des ARNm portant les différentes queues poly(N) (voir la figure 
4B de l’article).
3.5.2.1.2) In cellulo : procédures expérimentales
Comme les résultats du volet sur le métabolisme des ARNm ont été obtenus in 
cellulo, il serait intéressant et surtout pertinent de vérifier l’hypothèse explicative en rapport 
avec la protéine PABPC1 aussi in cellulo. Cela ajouterait du poids aux résultats et 
confirmerait ou infirmerait ce qui a été observé in vitro avec les expériences de retardement 
sur gel et microcalorimétrie mais cette fois, dans un contexte cellulaire ou tous les acteurs 
sont présents. Pour ce faire, il suffit de réaliser les mêmes expériences de transfection avec 
des ARN portant une queue poly(N) pour chacun des 5 nucléotides listés dans la section In 
vitro : expérimental plus haut. Je suggère un temps d’incubation entre 4 et 6 heures puisque 
c’est à ces temps que les ARNm sont le plus traduits, donc théoriquement liés à la protéine 
PABPC1, selon des expériences effectuées à différents temps d’incubation (données non 
publiées). L’utilisation d’un anticorps anti-PABPCl commercial comme celui de la 
compagnie Sigma-Aldrich permettrait ensuite de recueillir les protéines PABPC1 des
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extraits cellulaires puisque celui-ci semble efficace dans la lignée cellulaire HEK293 
(Figure 17). Ce type de cellules est celui que je suggère d ’utiliser à cause de leur facilité 
d’utilisation et d ’entretien. Je suggère ensuite l’élimination des protéines par 
phénol/chloroforme suivi d ’une précipitation des ARN à l’acétate d ’ammonium, des 
techniques éprouvées et utilisées à maintes reprises notamment dans l’étude présente. Étant 
donné que ce sont les mêmes ARN que ceux utilisés dans l ’article, je  suggère d ’utiliser les 
mêmes amorces pour effectuer les étapes de reverse-transcriptase et de PCR quantitatif. Ces 
différentes étapes ont prouvé leur efficacité et c’est ce qui explique leur choix dans le cadre 
expérimental ci-décrit.
1 2  3 4M W
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Figure 17. Immunoprécipitation de la protéine PABPC1 dans diverses lignées cellulaires à 
l’aide de l’anticorps monoclonal anti-PABPCl de Sigma-Aldrich. L’immunoprécipitation a 
été réalisée dans les lignées cellulaires suivantes : HEK293 (puits 1), HeLa (puits 2), G361 
(puits 3) et COS-7 (puits 4). Image tirée du site internet de la compagnie Sigma-Aldrich.
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3.5.2.2) Susceptibilité à l’activité d’une 3’-exonucIéase; Ccr4 
3.5.2.2.1) Contexte
La protéine Ccr4 (aussi connue sous le nom de CNOT6L) est une enzyme faisant 
partie du complexe Ccr4-NOT qui est impliqué dans le recyclage des ARNm en 
promouvant leur dégradation. En effet, Ccr4 est la déadénylase cytoplasmique principale 
chez lez eucaryotes (Bartlam & Yamamoto, 2010). Plusieurs études ont déjà montrées la 
spécificité de cette protéine pour les ARNm polyadénylés (J. Chen, Chiang, & Denis, 2002; 
Goldstrohm, Seay, Hook, & Wickens, 2007). L’idée générale ici est de déterminer si la 
modification chimique de la queue poly(A) avec les analogues sélectionnés affecte 
l’activité déadénylase de la protéine Ccr4 principalement responsable de la dégradation des 
ARNm via son mécanisme 3’-5’. S’il y a une baisse de l’activité déadénylase de la protéine 
Ccr4 face à une queue poly(A) modifiée, on pourra dès lors conclure que la baisse de la 
stabilité observée n ’est pas reliée à cette protéine, ou l’activité du complexe Ccr4-NOT. Par 
opposition, si la cinétique de dégradation de la queue poly(A) est augmentée face à une 
queue poly(N), on pourra ensuite suggérer que la baisse de stabilité de ces ARNm provient 
notamment de la dégradation plus efficace de ceux-ci par le complexe Ccr4-NOT. Bien sûr, 
comme c ’est une protéine qui fait partie d ’un complexe qui possède une quantité énorme 
d’interactions avec d ’autres processus cellulaires, cette expérience n ’a pas la prétention 
d’expliquer hors de tout doute la stabilité différentielle observée mais se voit plutôt comme 
une avenue intéressante pour de futurs projets portant sur la stabilité des ARNm.
3.5.2.2.2) Procédures expérimentales
L’expérience à réaliser in vitro est plutôt simple et assez rapide. Utilisant un court 
ARN radiomarqué (environ 50 nucléotides de long) et en le polyadénylant avec les 
différents nucléotides et analogues sélectionnés, nous obtenons une molécule d’ARN 
d’environ 300 nucléotides de long radiomarquée. L’incubation avec la protéine Ccr4 
humaine se doit d ’être faite de façon à avoir plusieurs temps de réaction pour pouvoir en 
analyser la cinétique de dégradation. Les résultats sont révélés par autoradiographie et 
quantifier avec le logiciel ImageQuant. Cette technique a l’avantage de produire une image
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visuelle de l’état dégradation des ARNm selon le temps et facilite ainsi la comparaison 
entre les échantillons à tester.
3.6) Autres perspectives
3.6.1) Inhibiteurs de polyadénylation in vivo
3.6.1.1) Peptide allostérique inhibant la liaison PABPN1-CPSF
Advenant le cas où une structure cristalline révèle une architecture du site actif de la 
PAP humaine trop semblable à celle de C. albicans, il faudrait se tourner vers d ’autres 
protéines si l’on veut inhiber la polyadénylation chez C. albicans. Une autre méthode qui 
pourrait s ’avérer très efficace serait de synthétiser un court peptide qui se lierait à 
l’interface de liaison entre le complexe CPSF et la protéine PABPN1 (poly(A)-binding 
protein nuclear 1), l’homologue de PABPC1 mais située au noyau. Il a été démontré in 
vitro qu’une polyadénylation efficace nécessite le complexe de clivage et de 
polyadénylation (CPSF), la PAP ainsi que la protéine PABPN1 (Lemay, Lemieux et al., 
2010; Wahle et al., 1991). Sans ces facteurs, la polyadénylation n ’est que très peu 
processive. Donc, si on arrive à produire un peptide qui possède la capacité d’empêcher 
cette hétérodimérisation, on provoquerait un ralentissement très net de la polyadénylation 
ce qui se traduirait en un métabolisme cellulaire très ralentie, voire instable.
Premièrement, il faudrait produire des protéines PABPC1 tronquées pour plusieurs 
régions de la protéine afin de déterminer le site d’hétérodimérisation avec le complexe 
CPSF. Une fois que ce site de liaison est établi, une étude cristallographique permettrait de 
faire le portrait de cette région protéique et fournirait une quantité énorme concernant 
l’électronégativité de cette région, les résidus qui forment ce domaine, le site où se trouve 
cette région sur la protéine et une foule d’autres facteurs qui favoriseraient le 
développement d ’un peptide ayant la capacité de s’y lier avec beaucoup d’affinité. Nous 
pourrions aussi réaliser les mêmes expériences avec le complexe CPSF afin d ’en
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déterminer la séquence responsable de la liaison avec la protéine PABPN1 et se baser sur 
cette séquence pour élaborer le peptide inhibiteur.
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